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Gewarnt durch jenen Knaben, der mit einer Muschel
das Meer zu erschopfen sich vermal3, lasset uns aus dem
was nicht zu erschopfen ist flr unsere Zwecke das
Notige, das Niitzliche schopfen.

J. W. von Goethe
(Bemerkungen anld3lich De Candolles Organographie Vegetale 1829-1831,
Weimarer Ausgabe 1891, 11, 6)
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Zusammenfassung

Fir die in vivo Untersuchung der dopamin(DA)ergen Synapse gewannen wahrend der
letzten zwel Jahrzehnte in zunehmendem Mal3e bildgebende V erfahren wie die Positronen- (PET)
und die Einzel photonenemissionscomputertomographie (SPECT) an Bedeutung. Dabel zeigten
Untersuchungen der Dopamintransporter(DAT)- und Do-Rezeptorbindung am Menschen, dass
verschiedene neurologische und psychiatrische Erkrankungen wie Morbus Parkinson,
Schizophrenie, Depression und das Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitétssyndrom (ADHS)
mit Funktionsstérungen des DAergen Systems assoziiert sind. Fehlfunktionen der DAergen
Neurotransmission konnen unter anderem auf Veranderungen in der synaptischen DA-
Konzentration und in den Verflgbarkeiten der présynaptischen Transporter- oder
postsynaptischen Rezeptorbindungsstellen zurtickzuf Gihren sein. Zahlreiche Befunde legen dabei
eine Beziehung zwischen der synaptischen Neurotransmitterkonzentration und der Dichte der
pré& wie postsynaptischen Bindungsstellen nahe; die genauen Zusammenhange sind hierbei
unbekannt.

Unser Ziel ist die Entwicklung einesin vivo Modellsfir die Regulationsmechanismen der
DAergen Synapse. Dieim Folgenden beschriebenen Arbeiten stellen die ersten grundlegenden
Schritte in diese Richtung dar und untersuchten D,-Rezeptor- und DAT-Verfiigbarkeit unter
verschiedenen experimentellen Bedingungen mit den dediziertem hochauflésenden
Kleintierkameras TierPET und TierSPECT. Als D,-Rezeptorradioliganden wurden [*®F]1[3-
(4'Fluorobenzoy!)propy!]-4-(2-keto-3-methyl -1-benzimidazolinyl )piperidin ([*®F]FMB) oder
['%1](S)-2-Hydroxy-3-iodo-6-methoxy-N-[(1-ethyl -2-pyrrodinyl)-methyl]benzamid ([**1]IBZM)
eingesetzt. Die Untersuchungen zur DAT-V erfiigbarkeit wurden mit [%*|]N-? -Fluoropropyl-23-
carbomethoxy-3R-(4-iodophenyl)nortropan ([**I]FP-CIT) durchgefiihrt.

Daessich bel TierPET und TierSPECT um neue bildgebende Systeme handelte, waren
zu Beginn methodische Untersuchungen erforderlich, diedie Validierung dieser Scanner fir die
Durchfiihrung der beabsichtigten Rezeptor- und Transporterbindungsstudien im Striatum der
Ratte zum Ziel hatten. Dabel wurde als erstes gezeigt, dass diein vivo mit PET und ex vivo mit
der Storage Phosphor Autoradiographie gemessenen striatalen [ *®F]FMB-K onzentrationen eine
signifikante positive Korrelation (r = 0.824, p = 0.002) aufwiesen und nach Vornahme von

Partialvolumen- und Spill-over-Korrekturen quantitativ Ubereinstimmten. In einer weiteren
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Untersuchung wurde nachgewiesen, dassdiein vivo mit PET und in vitro mit Storage Phosphor
Autoradiographie  ermittelten  striatalen  Waerte fir Rezeptordichte (Bmax) und
Dissoziationskonstante (Kp) in der gleichen Grofenordnung liegen (PET: Biax = 16.03fmol/mg,
Kp =6.2nM; Autoradiographie: Bmax = 70.1fmol/mg, Kp =7.9 nM), mithininvivoanalogzuin
vitro Séttigungshindungsanalysen bestimmt werden kdnnen. Ferner wurde gezeigt, dass DAT-
und D.-Rezeptorbindung mit dem TierSPECT und [*?*]FP-CIT beziehungsweise[**1]IBZM as
Radioliganden quantifiziert werden kénnen und dass die Uberlagerung der [**I]FP-CIT- und
[®1]-IBZM-Scans mit Knochenstoffwechsel- und Perfusionsbildern eine zuverléssige
Identifikation der Zielregionen relativ zur Schadelhohle und zur Lage der Orbitae mit den
Harderschen Drisen erlaubt.

Unsere Studien zu den Regulationsmechanismen der DAergen Synapse hatten zundchst
die Quantifizierung der D,-Rezeptorverfigbarkeit im Striatum der normalen, unbehandelten
Ratte und nach unilateraler 6-Hydroxydopamin(6-OHDA)-Lasion der nigrostriatalen
Faserverbindungen zum Inhalt. Zur Betrachtung des Zeitverlaufs der 6-OHDA-induzierten
Veranderungen der D,-Rezeptordichte wurden die Untersuchungen mit TierPET und [*®F]FMB
unmittelbar vor der Lasion (Tag 0) sowie an Tag 2 und Tag 14 nach der Applikation des
Neurotoxins durchgefiihrt. Diese erste Longitudinaluntersuchung der ipsi- und kontralateralen
D,-Rezeptorbindung an der 6-OHDA-I&dierten Ratte zeigte eine signifikante, zeitabhangige,
bilaterale Zunahme der Bna-Werte von beidseitig 19 an Tag 0 auf ipsilateral 29.9 und
kontralateral 28.6 fmol/mg an Tag 14. Mit einem Kp von 6.2 nM entspricht dies einem
Bindungspotential (BP = Bmax/Kp) von 3und damit einem V3’ (= BP—-1) von 2in der Baseline-
Bedingung. An Tag 14 betrugen ipsi- und kontralaterales BP 4.8 beziehungsweise 4.6. Dies
entspricht V3’ -Werten von 3.8 beziehungsweise 3.6.

In der zweiten Untersuchung wurde die DAT-V erfiigbarkeit mit TierSPECT und [ 3] FP-
CIT im Striatum der normal en, unbehandelten Ratte und nach pharmakol ogischer Blockade mit
Methylphenidat (MP) quantifiziert. Fur die unbehandelte Ratte ergab sich ein mittleresV3'’ von
1.08. Nach Vorbehandlung mit zwei verschiedenen MP-Dosen (3 mg/kg, 10 mg/kg) sank der
striatale V3" -Wert auf 0.56 (3 mg/kg) beziehungsweise 0.24 (10 mg/kg).

In der dritten Untersuchung folgte die Quantifizierung der D,-Rezeptorverfligbarkeit mit
TierSPECT und [*21]IBZM im Striatum der normalen, unbehandelten Ratte, nach
pharmakol ogischer Blockade mit Haloperidol (HAL) sowie nach Erhdhung der synaptischen DA-
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Konzentration durch Vorbehandlung mit MP. Fir die unbehandelte Ratteergab sichein V3’ von
1.42. Die Vorbehandlung mit HAL und MP flhrte zu einer Reduktion desV 3 -Wertes auf 0.54
beziehungsweise 0.98. Wir nahmen eine Abschétzung fur die MP-induzierte Zunahme der
endogenen DA-Konzentration vor, indem wir die prozentuale Abnahme der exogenen
Ligandenbindung mit dem Quotienten der Rezeptoraffinitaten (K exo/Kendo) multiplizierten. Dabel
zeigte sich, dass die 30%ige Reduktion der [*?*1]IBZM-Bindung mit einer durchschnittlichen
Zunahme der synaptischen DA-Konzentration um das Dreifache (auf 331.72 + 317.54% der
Ausgangskonzentration) einherging.

Gegenstand der vierten Untersuchung war die Quantifizierung der DAT-Verfligbarkeit
mit TierSPECT und [*3|]FP-CIT im Striatum der normalen, unbehandelten Ratte sowie nach
Erhéhung der synaptischen DA-Konzentration durch Vorbehandlung mit HAL. Fur die
unbehandelte Ratte ergab sich ein V3’ von 1.21. Die Vorbehandlung mit HAL fihrte zu einer
Reduktion des V3’ ' -Wertes auf 0.93.

Unsere Befunde zeigen, dass mit TierPET und TierSPECT in vivo Untersuchungen der
striatalen D,-Rezeptor- beziehungsweise DA T-Bindungen durchgeftihrt werden konnen. Diesgilt
fur die normale, unbehandelte Ratte ebenso wie flr den Zustand nach 6-OHDA-L&sion oder
pharmakol ogischer Challenge. Fiir dierepetitive Untersuchung der Do- Rezeptorbindung mit dem
TierPET wurde dabei erstmalig diein vivo Séttigungshindungsanalyse eingesetzt, die die separate
Quantifizierung von Kp und B erméglicht. Mit der retrospektiven Fusionsmethode wurde
Uberdies ein Verfahren entwickelt, dass die Definition von ROIs und REFsrelativ zur Lage der
Schadelhdhle und zu den Orbitae mit den Harderschen Driusen erleichtert. Im Weiteren
bestimmten wir die D,-Rezeptorverfigbarkeit im Striatum der normalen, unbehandelten Ratte,
die D,-Rezeptorverfiigbarkeit nach 6-OHDA)-induzierter Degeneration der nigrostriatalen
Faserverbindungen und Reduktion der synaptischen DA-Konzentration, die Do
Rezeptorverfigbarkeit nach pharmakologischer Blockade mit HAL, die D,
Rezeptorverflgbarkeit nach Erhdhung der synaptischen DA-Konzentration durch
Vorbehandlung mit MP, die DAT-Verfiugbarkeitim Striatum der normal en, unbehandel ten Ratte,
die DAT-Verflgbarkeit nach pharmakol ogischer Blockade mit MP sowiedie DAT-Verfugbarkeit
nach Erhohung der synaptischen DA-Konzentration durch Vorbehandlung mit HAL. Relativ zur
D,-Rezeptorverfiigbarkeit im Striatum der normalen, unbehandelten Ratte ergab sich dabei nach
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6-OHDA-L&sion eine Zunahme der D,-Rezeptorbindung um 55 (ipsilateral) beziehungsweise
49% (kontralateral), wéhrend die Vorbehandlung mit HAL (1 mg/kg) eine Reduktion der D,-
Rezeptorbindung um 60% hervorrief. Relativ zur DAT-Verflgbarkeit im Striatum der normalen,
unbehandelten Ratte war die DAT-Bindung nach Vorbehandlung mit MP um 50 (3 mg/kg)
beziehungswei se 80% (10 mg/kg) reduziert. Die Vorbehandlung mit MP (10 mg/kg) fuhrte auf
der postsynaptischen Seite zu einer Reduktion der D,-Rezeptorbindung um 30%, wahrend sich
prasynaptisch durch die Vorbehandlung mit HAL eine Reduktion der DAT-Bindung um 23%
ergab.

Ausunserem ersten Befund folgt, dass die Reduktion an synaptisch verfligbarem DA nach
6-OHDA-Applikation durch eine bilaterale Zunahme der postsynaptischen D,-Rezeptoren
kompensiert wird. Der Hinweis auf einen kontralateralen Anstiegs der D»-Rezeptorbindung
unterstreicht dabei die Bedeutung der kontralateralen Hemisphére fir Kompensations- und
Erholungsprozesse im 6-OHDA-Modell der Ratte. Es wird allgemein angenommen, dass der
therapeutische Effekt von MP bei der Behandlung von ADHS-Patienten durch die Blockierung
des prasynaptischen DATs mediiert wird, die ihrerseits eine Erhdhung der synaptischen DA-
Konzentrationen zur Folge hat. In unserer zweiten Untersuchung fuhrte die Applikation von MP
(dosisabhéngig) zu elner Reduktion der DAT-Bindungsstellen und damit zu einer Verringerung
der [*?*1]FP-CIT-Bindung an den striatalen DAT. Dader endogene mit dem exogenen Liganden
um die postsynaptischen Bindungsstellen kompetitiert, zeitigt die MP-Applikation in unserer
dritten in vivo Untersuchung eine Reduktion der [**®1]IBZM-Bindung an den striatalen D--
Rezeptor. HAL bindet sowohl an die postsynaptischen als auch an die prasynaptischen D-
Rezeptoren. In unserer dritten Untersuchung fuhrte die Applikation von HAL zu einer Reduktion
der D»-Rezeptorbindungsstellen und damit zu einer Verringerung der [*31]1BZM-Bindung an den
striatalen Do-Rezeptor. Durch die préasynaptische Do-Autorezeptorblockade wird der negative
Feedback-M echanismus aul3er Kraft gesetzt, der die Synthese und Frei setzung von endogenem
DA reguliert. Hierausresultiert eine vermehrte Ausschittung von DA in den synaptischen Spalt.
In unserer vierten Untersuchung beobachteten wir nach Applikation von HAL eine Reduktion
der [**®I]FP-CIT-Bindung an den striatalen DAT. Damit liefert unsere Untersuchung weitere
Hinweise darauf, dass auch [**I]FP-CI T durch endogenes DA verdrangt zu werden vermag.

DAT- und D,-Rezeptorbl ockade kdnnen in vivo durch die (dosi sabhangige) Reduktion der

[*?3|]FP-CIT- beziehungsweise der [*#1]I1BZM-Bindung quantifiziert werden. Die Zunahmean
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verfugbarem DA durch MP-Challenge fuhrt zu einer Reduktion der verfligbaren post-
synaptischen Bindungsstellen; damit konnen V erdnderungen der synaptischen DA-Konzentration
Uber deren Einfluss auf die Bindungsverhdtnisse an der postsynaptischen Endigung indirekt
abgeschétzt werden. Unsere Resultate bieten zudem erste Hinweise auf eine Eignung von
[*?®|]FP-CIT fiir die Untersuchung fluktuierender DA-K onzentrationen im synaptischen Spalt.

Bildgebende Untersuchungen der pré& und/oder postsynaptischen Endigung sind nicht nur
fUr diein vivo Evaluierung neuer Radioliganden, sondern auch fir diein vivo Untersuchung der
Wechselwirkungen zwischen Rezeptor-/Transporterbindung und Veranderungen in der
synaptischen DA-Konzentration von zukunftweisender Bedeutung. Dies betrifft insbesondere
Tiermodelle fir ADHS, das durch eine Dysregulation der synaptischen DA-Konzentration
gekennzeichnet ist. An Tiermodellen fir neurodegenerative Erkrankungen wie etwa Morbus
Parkinson konnen Uberdies mit dieser Methode Langzeituntersuchungen von Prozessen
durchgeftihrt werden, die mit der Zerstorung und Erholung des synaptischen DAS in
Zusammenhang stehen. Dies gilt auch fur die Untersuchung kompensatorischer Mechanismen
wie die Entwicklung der Rezeptorsupersensitivitét, wie sie nach neurotoxischer Lasion der
nigrostriatal en Faserverbindungen in Erscheinung tritt. Eine interessante Perspektiveist zudem
die aufeinanderfolgende in vivo Untersuchung verschiedener Neurotransmittersysteme an
derselben Ratte, die Uber die DAerge Synapse hinaus Einblicke in das Ineinandergreifen

zerebraler Regulationsmechanismen bietet.
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1. Allgemeine Einleitung

1.1 Das dopaminerge System

1.1.1. Anatomie der Basalganglien

Vieussens beschrieb in seiner Neurographia universalis erstmalig ,anteriore und
posteriore Gehirnganglien“ im menschlichen Zentralnervensystem (Vieussens, 1685). Mit dem
Begriff Stamm- oder Basalganglien bezeichnet die klassische Neuroanatomie verschiedene
Ganglienzellkorperansammlungen in Vorderhirn, Mesenzephalon und Thalamus, wobel im
Wesentlichen Nuc. caudatus, Putamen, Globus pallidus, Substantianigraund Nuc. subthalamicus
unter diesem Terminus zusammengefasst werden. Haufig wird ebenfalls das Claustrum, seltener
das Corpus amygdaloideum in den Begriff eingeschlossen. Gleiches gilt fir Nuc. accumbens,
Nuc. ruber, diagonales Band nach Broca und Tuberculum olfactorium (Dana, 1908, Mettler,
1968, Heimer & Wilson, 1975, Carpenter, 1981, Brodal, 1981, Schmidt, 1983, McKenzie, 1984,
Albanese, 1990, Pasik et a., 1991a,b).

Corpusstriatum. Zu den Endhirnstrukturen der Basal ganglien gehort der Nuc. caudatus,
an dem beim Menschen ein Kopf, ein Korper und ein Schwanz unterschieden wird. Der verdickte
Kopf sitzt hierbei dem Thalamus auf, wahrend der Korper den Mittelteil des Seitenventrikels
begrenzt und der Schwanz das Dach des Unterhornsbildet. Der Nuc. caudatusist vom Thalamus
durch den Sulcusterminalis getrennt, der somit die Grenze zwischen Dienzephal on und Endhirn
bezeichnet (Ferner, 1979). Der Nuc. lentiformis hat die Gestalt einer bikonvexen Linse und ist
dem Nuc. caudatus seitlich angel agert. Sein auferer Teil heil3t Schale oder Putamen; seininnerer
Teil ist der Globus pallidus, der entwicklungsgeschichtlich dem Zwischenhirn zugerechnet wird.
Die innere Region des Globus pallidus wird bei Ratte und Katze als Nuc. entopeduncularis
bezeichnet. Putamen und Schwanzkern sind durch Strénge grauer Substanz (Striae) miteinander
verbunden und werden daher als Streifenhiigel oder Streifenkdrper (Corpus striatum) bezei chnet
(Ferner, 1979). Das Corpus striatum empfangt die Mehrzahl aler Afferenzen zu den
Basalganglien, dieihren Ursprung im Wesentlichen in den intralamindren Thalamuskernen, in

der Substantianigra, in der ventralen tegmentalen Areaund im Neokortex nehmen. Hierbei erhalt
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insbesondere das Putamen Zufltisse von primér motorischem Kortex, pradmotorischem Gebiet des
Gyrus arcuatus und supplementér motorischer Area (Kemp & Powell, 1970, Kinzle, 1978,
Miyata & Sasaki, 1984), aber auch vom primér somatosensorischen Kortex und
somatosensorischen Assoziationsfeldern (Kemp & Powell, 1970, Kiinzle, 1977). Weiterhin erhalt
das Neostriatum Zufltsse aus dem Globus pallidus, von den Raphekernen, aus dem Nuc.
subthalamicus und vom tegmentalen Nuc. pedunculopontinus (Parent et al., 1990).

Die striatalen Efferenzen fUhren zur kaudolateralen Parsreticularis der Substantianigra
und zu den kaudalen und ventrol ateralen zwei Dritteln desinneren und aul3eren Globus pallidus
(Nauta & Mehler, 1966, Hedreen & Delong, 1991). In den Lucken zwischen den
streifenférmigen Verbindungen von Putamen und Nuc. caudatus verlaufen alle langen Bahnen
von der Hirnrinde zu tieferen Zentren und umgekehrt. Diese Fasermassen zwischen Thalamus
und Nuc. caudatus einerseits und Nuc. lentiformis andererseits bilden die sogenannte Capsula
interna (Ferner, 1979).

Das Corpus striatum weist eine komplexe mosaikahnliche Struktur auf: im Jahre 1976
beschrieben Pert und Mitarbeiter sogenannte ,, Patches*, die sich gegen den Hintergrund der
umgebenden Matrix abhoben (Pert et al., 1976). Die Patch-Matrix-Verteilung besteht im
gesamten dorsalen und ventralen Striatum (Gerfen et al, 1984); ausgenommen ist lediglich die
Schalenregion des Nuc. accumbens (Voorn et a., 1989). Die in Patch- und Matrix-
Kompartimenten organisierten Afferenzen gehen aus jeweils verschiedenen Regionen des
Kortex, des M esenzephal on und des thal amischen intral aminéren Komplexes hervor (Goldman-
Rakic, 1982). Ebenso entsenden Patch- und Matrix-Abschnitte ihre Efferenzen in verschiedene
Zielregionen: so projizieren diese vornehmlich zu den ?-Aminobuttersdure(GABA)-haltigen
Zellen der Pars reticulata, wahrend jene in erster Linie Efferenzen zu den dopamin(DA)ergen
Zellen der Pars compactader Substantianigraentsenden (Gerfen, 1984, Jimenez-Castellanos &
Graybiel,1987). Die Verteilung striataler Neurotransmitter wie Somatostatin, Enkephalin,
Dynorphin oder Substanz P koinzidiert im Ubrigen in einigen Regionen mit der Patch-Matrix-
Organisation, wahrend sich in anderen keine Uberstimmung findet (Graybiel et al., 1981). Von
der Funktion der einzelnen Neurotransmitter innerhalb der stammganglionéren
Faserverbindungen wird in Kapitel 1.1.2. die Rede sein.

Ventrales Striatum. Zum ventralen Striatum gehoért der erstmalig in Monotremata

aufgefundene Nuc. accumbens (Ziehen, 1897). Er erhdt Afferenzen von Neokortex,
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M esenzephal on und Thalamus, wahrend er seinerseits zum ventralen Pallidum und zur Substantia
nigra projiziert. Darlberhinaus sendet er Efferenzen in das Gebiet des Peduncul us cerebellaris
superior, zum medialen und lateralen Hypothalamus sowie zu verschiedenen Regionen des
Hirnstamms wie dem dorsal en motorischen Vaguskern und dem Nuc. tractus solitarius (Conrad
& Pfaff, 1976). Neben dem Nuc. accumbens umfaldt das ventrale Striatum auch das Tuberculum
olfactorium und angrenzende Gebiete des basalen Vorderhirns (Heimer, 1976). Das ventrae
Striatum steht in engem Zusammenhang mit dem Caudatoputamen; auf3erdem erhdt es
Afferenzen von Hippokampus und Corpus amygdaloideum, wéahrend die Efferenzen unter
anderem Uber den ventralen Globus pallidus zu den Kerngebieten des Thalamus verlaufen
(Aggleton et al., 1987, Russchen et al., 1987, Haber et a., 1990).

Thalamus. Der Thalamus nimmt den grofdten Teil des Dienzephalon ein. Zwei nahezu
senkrechte Marklamellen gliedern ihn in einzelne Kerngruppen, wobei die dul3ere Marklamelle
(Lamina medullaris externa) parallel zum hinteren Schenkel der Capsula interna verlauft. Die
Basalganglien erhalten somatotopische Zufluisse aus allen Gebieten des zerebralen Kortex und
projizieren ihrerseits Uber den Thalamus zum Neokortex zurick (Graybiel, 1984). Die
Basalganglien und die mit ihnen assoziierten kortikalen und thalamischen Gebiete sind in
parallelen, weitgehend voneinander getrennten Neuronenkreisen organisiert (DeLong &
Georgopoulos, 1981). Dabei enthdt jeder Kreishochspezialisierte Kandle und Subkandle, diedie
gleichzeitige Prozessierung einer grof3en Anzahl verschiedener Variablen ermdéglichen und die
Einflsse verschiedener Hirnregionen miteinander koordinieren. Auch hiervon wird nachstehend
ausfuhrlich die Rede sein.

Nuc. ruber. Der Nuc. ruber ist der grofdte Kern des Mittelhirns; er liegt in Hohe der
Vierhlgelplatte und reicht vom kaudalen Rand des Colliculus superior bis zum
Zwischenhirngebiet. Die in den Nuc. ruber eintretenden Neurone aus dem Nuc. dentatus des
Kleinhirns enden vornehmlich in rostralen, jene aus den Nucc. emboliformis und globosis in
kaudalen Kernanteilen. Hierbei projizieren wiederum die dorsomedialen Abschnitte Gber den
Tractus rubrospinalis zum Halsmark, wahrend die ventrolateralen Abschnitte das Lumbal- und
die intermediéren das Thorakamark erreichen (Wilson, 1912). Auf diese Weise projiziert das
Zerebellum tber den Nuc. ruber indirekt und in somatotopischer Ordnung in das Rickenmark,
wobel sowohl im Brachium conjunctivum ascendens alsauch im Tractusrubrospinalisdie Seite

gekreuzt wird. Die zweite wichtige Afferenz erhdt der Nuc. ruber aus den motorischen Arealen
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der Grofhirnrinde, insbesondere vom Gyrus praecentralis. Diewichtigste efferente Projektion des
Nuc. ruber ist der extrapyramidale Tractus rubrospinalis (Wilson, 1912). Diese Bahn wirkt
exzitatorisch auf die Flexor- und inhibitorisch auf die Extensormotoneurone der Gegenseite,
mithin bewirkt die Stimulierung des Nuc. ruber eine Beugung der kontral ateralen Extremitdten
(Schmidt, 1983). Einige der in der ventraen Haubenkreuzung nach Forel zur Gegenseite
ziehenden Nervenfasern verlassen den Tractusrubrospinalisim oberen Ponsbereich undtreten a's
Tractus rubrocerebellaris Uber den oberen Kleinhirnstiel ins Zerebellum ein. Sie projizieren
hauptséchlich zu dem aus den Nucc. emboliformis und globosis bestehenden Nuc. interpositus
und stellen el ne somatotopisch organisierte rubrozerebel | &re Riickkopplungsschleifedar. Andere
gekreuzte absteigende Neurone ziehen al's Tractus rubrobul baris zu den Nucc. reticul arislateralis
und facialisder Medullaoblongata, wahrend ungekreuzte Efferenzen in die zentrale Haubenbahn
(Tractus tegmentalis centralis) ziehen und zum ipsilateralen Nuc. olivaris inferior projizieren.
Ruckkopplungskreise wie diese gewdhrleisten die Steuerung und Korrektur ziel- und
stitzmotorischer Bewegungen, an deren K oordinierung das Zerebellum mal3geblich beteiligt ist
(Mayr, 1979).

Subthalamus. Beim Subthalamus handelt es sich um eine ventral vom Thalamus gelegene
Region, die saitlich von der Capsula interna und medial vom Hypothalamus begrenzt wird
(Gruber, 1979). Seine wesentlichen Afferenzen erhdlt der Nuc. subthalamicus Uber den
Fasciculus subthalamicus ausdem lateralen Teil des Globus pallidus und aus der Substantianigra
(Kita & Kitai, 1985). Weitere ZuflUsse erhdt er vom Nuc. pedunculopontinus (Nomura et al.,
1980) und vom dorsalen Raphekern (Moore et a., 1978). Seine Efferenzen verlaufen zur Pars
reticulata der Substantia nigra, zu beiden Segmenten des Globus pallidus und - bei der Ratte -
zum Nuc. entopeduncularis (Deniau et al., 1978, Nauta & Cole, 1978, Kita & Kitai, 1987).

Substantia nigra. Die Substantia nigra befindet sich zwischen Haube und Crus cerebri.
Dorsal weist sie eine Region von schwarzer Farbung (Pars compacta) auf, deren dicht gelagerte
Nervenzellen ein melanotisches Pigment enthalten. Ventral folgt eine breitere melaninfreie
Schicht von rétlicher bis rotbrauner Féarbung (Pars reticularis), deren Nerven- und
Neurogliazellen in grof3er Menge Abnutzungspigment enthalten (Mayr, 1979). Ein Gebiet
dendritischer Verzweigungenist beiden Schichten gemeinsam (Bjorklund & Lindvall, 1975). Die
Afferenzen der Substantia nigra entstammen im Wesentlichen dem Neostriatum; Uberdies

empfangt die Parsreticulatader Substantianigra Zufltisse aus dem Nuc. subthalamicus (Deniau
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etal., 1978, Kita& Kitai, 1985, 1987). Die von der Substantianigrazum Neostriatum ziehenden
Efferenzen haben ihren Ursprung in den grof3en Zellen der Pars compacta, verlaufen zunéchst
nach rostral zum Feld H nach Forel, im Anschluss nach lateral, dorsal und rostral tiber den Nuc.
subthalamicus hinweg, durchziehen Capsula interna und Globus pallidus und erreichen
schliefdlich Nuc. caudatus und Putamen; auch fthren Projektionen zum Nuc. peduncul opontinus
und zum Colliculus superior (Faull & Mehler, 1978, Beckstead & Frankfurter, 1982, Beckstead,
1983). Einzelne Befunde legen ferner nigrothalamische Faserverbindungen nahe; hierbel
scheinen die lateralen Anteile der Parsreticularis, die Afferenzen vom Putamen erhalten, auch
zum lateralen Tell des Nuc. ventralis anterior zu projizieren (Carpenter et a., 1976).

Ventrale tegmentale Area. Die ventrale tegmentale Area liegt bei der Ratte dorsal zur
Substantia nigra. Sie erhélt Zuflisse aus dem Nuc. accumbens, sowie aus Préfronalkortex,
Amygdala, Hypothalamus, Thalamus, Colliculus superior und den Raphekernen (Phillipson,
1979). Diewichtigsten efferenten Projektionen verlaufen zurtick zum Nuc. accumbens, sowie zu
Okzipitalkortex und Zingulum (Takada & Hattori, 1987).

1.1.2. Neurochemie der Basalganglien

Im Jahre 1986 beschrieben Alexander und Mitarbeiter eine Anzahl diskreter,
somatotopisch organisierter Kreislaufe, diedie gleichzeitige Verarbeitung einer grof3en Anzahl
unterschiedlicher Informationen erlauben (Alexander et al., 1986). Dabei sind préfrontale
Afferenzen mit Relais-Stationen in den Basalganglien verbunden, die ihrerseits zum Thalamus
projizieren, von dem wiederum wiederum Riickkopplungsschleifen zurtick zu kortikalen Arealen
verlaufen. Es wird angenommen, dass dieser kortiko-striato-thalamo-kortikale Kreislauf das
anatomische Substrat fur eine Vielzahl exekutiver Funktionen darstellt. Die vom Kortex
ausgehenden Afferenzen sind glutamat(GL U)erg und wirken exzitatorisch auf Nuc. caudatus,
Putamen und Nuc. subthalamicus (Spencer et al., 1976). Das Striatum entsendet eine ,, direkte"
und eine,,indirekte” Faserverbindung zu den Thalamuskernen (Abb. 1). Erstere verlauft Gber den
Globus pallidusinternus und die Parsreticul atader Substantianigra, ist inhibitorisch und enthalt
GABA und Substanz P als Neurotransmitter (Graybiel & Ragsdale, 1983). Der Globus pallidus
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internus wirkt seinerseits hemmend auf den Thalamus, so dass die thalamischen Neuronen auf
diesem , direkten” Weg eine Disinhibierung erfahren. Der Thalamus sendet exzitatorische
Efferenzen zurlick zum Neokortex; mithin bewirkt die Dishinhibition der thalamischen eine
verstérkte Erregung der kortikalen Neurone.

Die, indirekte" Faserverbindung verlauft vom Striatum tber den Globus pallidus externus
zum Nuc. subthalamicus und von diesem zum Globus pallidus internus. Dabei sind die
Projektionen von Striatum zu Globus pallidus externus und von diesem zu Nuc. subthalamicus
inhibitorisch. Als Neurotransmitter wirkt GABA, die in den striatopallidalen Neuronen mit
Enkephalin kolokalisiert ist (Graybiel & Ragsdale, 1983). Vom Nuc. subthalamicus wiederum
verlaufen exzitatorische GLUerge Projektionen zu Pars reticulata der Substantia nigra und
Globus pallidus internus, der seinerseits inhibierend auf den Thalamus wirkt. Damit Ubt die
Aktivierung der striatopallidalen Neuronen eine unterdriickende Wirkung auf die Aktivitét des
Globus pallidus externus aus, der seinerseits den Nuc. subthalamicus disinhibiert und auf diese
Weise den exzitatorischen Einfluss aus Substantia nigra und Globus pallidus internus erhoht.
Hieraus resultiert eine erhdhte Inhibierung des Thalamus, was eine verminderte Erregung der
kortikalen Neurone bewirkt. Mithin tben , direkte® und ,indirekte" Faserverbindung eine
entgegengesetzte Wirkung auf den Globus pallidusinternusund die Parsreticulatader Substantia
nigra und damit auf die thalamokortikalen Efferenzen aus.

Die Ursprungszellen des DAergen System wurden im Jahre 1964 von Dahlstrom und
Fuxe identifiziert; es besteht im Wesentlichen aus drei Faserverbindungen: die nigrostriatalen
Bahnen nehmenihren Anfang in der Substantianigraund projizieren zum Striatum (Dahlstrom &
Fuxe, 1964), die mesolimbischen/mesokortikalen Bahnen entspringen in der ventralen
tegmentalen Areaund entsenden Efferenzen zum Kortex, und die tubul &r-infundibul &ren Bahnen
entstammen dem Hypothalamus und projizieren zur Hypophyse. Diefunktionelle Bedeutung von
DA innerhalb der Basalganglien ist komplexer Natur und bis heute nicht in allen Einzelheiten
geklart. Eswird angenommen, dassdie nigrostriatalen DAergen Projektionen entgegengesetzte
EinflUsseauf die,, direkten und ,,indirekten* striatopallidalen Faserverbindungen ausiiben. Dabel
scheint DA von allgemeinen exzitatorischer Wirkung auf die striatalen Neurone zu sein, die
»direkte® GABA/Substanz P-erge Projektionen zu Globus pallidus internus und Pars reticul ata
der Substantia nigra entsenden, wahrend es die striatalen Neurone inhibiert, die auf dem

»indirekten* Weg GABA /enkephalinerg zum Globus pallidus externus projizieren (Hirataet al.,
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1984, Hirata& Mogenson, 1984, Hong et al., 1985, Pan et al., 1985, Young et al., 1986, Bouras
et al., 1986). Damit besteht die Wirkung von DA darin, die vom Neokortex ausgehende
Aktivierung des striato-thalamo-kortikalen Kreidaufs zu verstérken, indem es sowohl die
Neurotransmission Uber die exzitatorisch wirkende , direkte* als auch tber die inhibitorisch
wirkende, indirekte” Faserverbindung faszilitiert. Diese entgegengesetzten Effekte werden Uber

unterschiedliche Rezeptorsubtypen mediiert; von diesen wird in Kapitel 1.1.3.1. die Rede sein.
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Abb. 1. Der Kkortiko-striato-thalamo-kortikale Schaltkreis (modifiziert nach DelLong et al., 1991). Schwarz,
exzitatorisch, grau, inhibitorisch. ACh, Azetylcholin, DA, Dopamin, Enk, Enkephalin, GABA, ?-Aminobuttersiure,
Glu, Glutamat, GPe, Globus pallidus externus, GPi, Globus pallidusinternus, NPP, Nuc. peduncul opontinus, SNc,
Substantia nigra compacta, SNr, Substantia nigra reticulata, SP, Substanz P, ST, Subthalamus, Thal, Thalamus

28



DieInteraktionen zwischen den Neurotransmittern DA, GLU und GABA sind vielfétiger
Art. Die DAerge Neurotransmission wird von GL Uergen kortikostriatalen Projektionen stimuliert
(Walaas & Fonnum, 1979). Dieserhellt ausder Tatsache, dass GLU die Freisetzung von DA aus
striatalem Gewebe erhoht (Nieoullon et al., 1983). Entsprechend fuhrt die Verabreichung von
GLU-Antagonisten zu einer verringerten DA-Freisetzung (Wu et a., 2000). Weitere Befunde
zeigen, dass aus kortikostriatalen Terminalen freigesetztes GLU die Freisetzung von DA durch
présynaptische Mechanismen faszilitiert, die durch Aktivierung von N-Methyl-D-
Aspartat(NMDA)- oder Quisquilat-/Kainatrezeptoren mediiert werden (Chéramy et a., 1986,
Krebset al., 1989). Hierbei ist die Wirkung von NMDA in der striatalen Matrix ausgepragter als
in den Patch-Kompartimenten (Krebs et al., 1989). Verschiedene Studien legen auch
intrazellulére Rezeptor-Rezeptor-I nteraktionen auf postsynaptischer Ebene nahe: so vermindert
bei spiel sweise eine DA erge Rezeptoraktivierung die striatal e Frei setzung von GLU (Nieoullon et
a., 1983), wéhrend umgekehrt eine selektive Zerstérung der DAergen Neurone in einer
Zunahme der NMDA-Bindungsstellen resultiert (Samuel et al., 1990). Ebenso zeitigt die
synaptische Aktivierung von NM DA -Rezeptoren eine Abnahme der synaptischen Wirkung von
DA (Girault et a., 1990). Ausdiesen zelluldren I nteraktionen erhellt, dassjede auf Fehlfunktion
oder La&sion der striatalen DAergen Afferenzen zurlickzuf Uhrende V erminderung der DAergen
Neurotransmission eine Faszilitierung der synaptischen Wirkung von GLU nach sich zieht, die
ihrerseits wiederum die Reduktion der DAergen Neurotransmission verstarkt.

Auch die Beziehungen zwischen den nigrostriatalen DAergen und den striatalen
GABAergen Neuronen sind tberaus komplexer Natur. Auf striataler Ebenefaszilitiert GABA die
DA-Freisetzung (Giorguieff et a., 1978), wahrend GABA auf nigraler Ebene Uber die
Aktivierung striataler GABAerger Output-Neurone eine direkte inhibitorische Wirkung auf die
DA-Zellkorper ausiibt; gleichzeitig hemmt GABA die in der Pars reticulata lokalisierten
inhibitorischen Systeme und ist infol gedessen auch von indirekt exzitatorischen Einflufd auf die
nigralen DAergen Neuronen (Grace & Bunney, 1979). Die neuronale Aktivitét der GABAergen
Nervenfasern steht unter direkter inhibitorischer Kontrolle der DAergen Neurone, wie aus der
Tatsache hervorgeht, dass eine Unterbrechung der nigrostriatalen DAergen Neurotransmission
einen Anstieg der striatalen GABAergen Aktivitét zur Folge hat (Samuel et a., 1988). Weitere
Untersuchungen ergaben, dal3 die Stimulierung des D;-Rezeptors im dorsalen Striatum die
GABA-Freisetzung erhoht, wahrend die Stimulierung des D,-Rezeptors die GABA-Freisetzung

29



vermindert (Girault et al., 1986); dementgegen zeitigt die Aktivierung des D;1-Rezeptors im
ventralen Striatum eine Verminderung der GABA -Frei setzung, wahrend die Aktivierung desD,-
Rezeptors keinerlel Wirkung auf die Transmitterfrei setzung austibt (Besson et al., 1987).

Im Neostriatum wurden nicht nur die hdchsten zentralnervosen DA- (Carlsson, 1959),
sondern auch die héchsten Azetylcholin (ACh) - und Cholinacetyltransferasekonzentrationen
(Cheney et al., 1975) gemessen Die Existenz einer funktionalen Verbindung zwischen
cholinergem und DAergem System ist hinreichend bekannt: so fanden Giorguieff und Le Floch,
dal3 ACh die striatale DA-Freisetzung Uber die Aktivierung muskarinischer und nikotinischer
Rezeptoren faszilitiert, die prasynaptisch auf den DAergen Nervenendigungen lokalisiert sind
(Giorguieff & Le Floch, 1990). Andererseits hemmt DA (ber den D;-Rezeptor die Aktivitét
cholinerger Interneurone und vermindert ACh-M etabolismus und neostriatale A Ch-Frei setzung
(Lehmann & Langer, 1983, Consolo et al., 1987). Auch zwischen ACh und dem GLUergen
System besteht eine enge funktionale Verbindung: so zeigten Scatton und Lehmann, dal die
Aktivierung der NM DA -Rezeptoren die striatale ACh-Frei setzung erhéht (Scatton & Lehmann,
1982). Umgekehrt vermag ACh diekortikostriatale GL Uerge Transmission Uber présynaptische
Mechanismen zu hemmen, die die Aktivierung muskarinischer wie auch nikotinischer
Rezeptoren involvieren (Kerkerian & Nieoullon, 1983). Ebenso ist GLU an der DAergen
Kontrolle der striatalen cholinergen Aktivitét beteiligt (Kerkerian-Le Goff & Nieoullon, 1991):
so konnte der Anstieg des ACh-Metabolismus' nach Zerstorung der nigrostriatalen DA-haltigen
Faserverbindungen mit der hieraus folgenden Hyperaktivitdét des GLUergen Systems in
Zusammenhang stehen. Entsprechend wurdein einer kirzlich verdffentlichten Arbeit bei Ratten
mit zerstorten nigrostriatalen Faserverbindungen eine Reduktion der akinetischen Symptome
nach chronischer Behandlung mit dem Antagonisten des metabotrophen GLU-5-Rezeptors
(mGLUR-5) 2-Methyl-6-(phenylethylnyl)-pyridin beschrieben (Oueslati et al., 2005). Ein
gleicherwel se enger Zusammenhang besteht zwischen ACh und dem GABAergen System, das
einen inhibitorischen Einfluld auf die striatalen cholinergen Neurone ausiibt, wahrend ACh
seinerseits die striatale GABA-Freisetzung faszilitiert (Scatton, 1987).

Die afferenten Faserverbindungen vom dorsalen Raphekern zu Putamen und Nuc.
caudatus enthalten einen serotonin(5-hydroxytryptamin-, 5-HT-)ergen Anteil, der etwaein Viertel
der gesamten Projektion ausmacht (Dahlstrom & Fuxe, 1964). Die striatalen 5-HT-
Konzentrationen sind maldig (Bogdansky et al., 1957); ahnlichesgilt fur 5-HT-Wiederaufnahme
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und Tryptophanhydroxylasegehalt (Bogdansky et a., 1957), wahrend die 5-HT-Rezeptoren
tberaus zahlreich sind (Ennaet al., 1977). Uber die Funktion von 5-HT in Substantianigraund
Striatum ist bislang wenig bekannt, doch kann eine inhibitorische Wirkung von 5-HT
angenommen werden, da eine 5-HTerge Denervierung das Striatum wenigstens teilweise vor
kaininsdureinduzierter Zerstorung zu schitzen vermag (Berger et a., 1982). Neuere Befunde
zeigen eine synergistische Wirkung von DA und 5-HT: so induzierte die kombinierte
Verabreichung von D;- und 5-HT,-Rezeptoragonisten bei Ratten mit DA-Depletion eine
gesteigerte Expression von Preprotachykinin-mRNA im dorsomedialen Striatum (Campbell et
al., 2001). Preprotachykinine wiederum sind V orlaufermol ekile der Neurotachykinine, zu denen
Substanz P gehdrt; dessen neuroprotektive Effekte bei nigrostriataler Denervierung wurden in
mehreren Untersuchungen nachgewiesen (Mattioli et a., 1992, Nikolauset al., 1997, 1999). 5-
HT ist ferner von regul atorischer Wirkung auf die Aktivitét der cholinergen Neurone: so fanden
Hirano und Mitarbeiter, dass die systemische Gabe von Fenfluramin, das die Frei setzung von 5-
HT faszilitiert, die ACh-Ausschittung im frontalen Kortex um biszu 130 % zu erhdhen vermag;
der 5-HT.-Rezeptorantagonist Ketanserin indessen zeitigt ebenso wie der selektive 5-HT-
Wiederaufnahmehemmer Fluoxetin, der den Eintritt von Fenfluramin in die 5-HTergen
Nerventerminale unterbindet, einen inhibitorischen Effekt auf die 5-HT-induzierte ACh-
Freisetzung (Hirano et al., 1995).

Etwa 20 bis 25 % der aus der premammill&ren und posterioren hypothalamischen Region
hervorgehenden histaminergen Innervation fihrt zum Caudatoputamen (Steinbusch et al., 1986).
Das DAerge System faszilitiert die Histaminausschtittung Uber die D,-Rezeptoren, wahrend die
Ds-Rezptoren inhibitorische Einfllisse auf die histaminerge Aktivitét austiben (Prast et al., 1993).
Beide DA-Rezeptorsubtypen kdnnen prasynaptisch auf den 5-HT-Neuronen lokalisiert sein.
Umgekehrt erhéht Histamin die DA-Frei setzung im posterioren Hypothal amus (Fleckenstein et
a., 1994), wahrend durch zentrale Verabreichung die Aktivitdt mesolimbischer, jedoch nicht
nigrostriataler DAerger Neurone gesteigert zu werden vermag (Fleckenstein et al., 1993). Fiir die
Maus konnte zudem ein Uber den Hz-Rezeptor mediierter inhibitorischer Effekt auf die striatale
DA-Ausschittung nachgewiesen werden (Schlicker et al., 1993); indessen beruht die
vorerwahnte exzitatorische Wirkung auf Hi-Rezeptormechanismen (Fleckenstein et ., 1993).

Der DA D2-Rezeptor und der Dopamintransporter (DAT) stehen im Mittel punkt der in
Kapitel 2 dargestellten Untersuchungen. Wir wenden uns daher im Folgenden der DAergen
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Synapse zu.

1.1.3. Die dopaminerge Synapse

1131 Der Dopaminmetabolismus

DA entsteht im prasynaptischen Neuron aus der Aminoséure Tyrosin, die von der
Tyrosinhydroxylase (TH) zu Dihydroxyphenylaanin (DOPA) hydroxyliert wird (Nagatsu et a .,
1964). Die TH ist im Zytosol lokalisiert und bendtigt reduzierte Tetrahydropteridine,
zweiwertiges Eisen und Sauerstoff als Kofaktoren. Durch die DOPA-Decarboxylase wird
Dihydroxyphenylalanin zu Dihydroxyphenylamin (DA) decarboxyliert (Murphy & Sourkes,
1961). Nach dem aktiven Transport in die postgangliondren Neurone beziehungsweise in die
chromaffinen Granula des Nebennierenmarks wird DA durch die DA-[3-Hydroxylase zu
Noradrenalin (NA) umgesetzt (Nagatsu et a., 1964). Mit Hilfe der Phenyldthanolamin-N-
Methyltransferase schliefdlich erfolgt die N-Methylierung von NA zu Adrenalin, wobel die
Methylgruppe von S-Adenosylmethionin zur Verfligung gestellt wird (Engelhardt et al., 1954).

Der Abbau der zirkulierenden K atecholamine Adrenain und NA (s. Ubersichtsarbeit von
Blaschko et al., 1954) beginnt mit der O-Methylierung derselben zu 3-Methoxyadrenalin und 3-
Methoxynoradrenalin  durch die Catechol-O-Methyltransferase (COMT). Durch die
Monoaminoxidase (MAO) werden beide Verbindungen zu  3-Methoxy-4-
hydroxymandel sdureal dehyd desaminiert, das seinerseits zu 3-M ethoxy-4-hydroxymandel saure
oxidiert wird. In den katecholaminergen Nervenendigungen erfol gt stattdessen die Umsetzung zu
3,4-Dihydroxymandel sdurealdehyd, der nach der Oxidierung zu 3,4-Dihydroxymandelsdure
durch die COMT zu Vanillinmandelsdure umgebaut wird. DA wird durch die MAO zu
Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC) oder durch die COMT zu 3-Methoxytyramin (3-MT)
metabolisiert (s. Ubersichtsarbeit von Hornykiewicz, 1985). Dieses wiederum wird durch die
extrazelluldre MAO zu Homovanillinsdure (HVA) umgesetzt.

DA wird durch vesikuldre Neurotransmittertransporter (VNTS) in die prasynaptischen

Speichervesikel aufgenommen (Abb. 2). Nach Frei setzung in den synaptischen Spalt aktiviert DA
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pr& oder postsynaptisch lokalisierte Rezeptoren (D; bis Ds). Die Entfernung aus dem
synaptischen Spalt erfolgt durch plasmamembrangebundene Neurotransmittertransporter
(PNTs), die die Aufnahme in présynaptische Neuronen, postsynaptische Neuronen oder

Gliazellen mediieren.

1.1.3.2 Die Dopaminrezeptoren

11321 Klassifizierung
Im Jahre 1972 zeigten erst biochemische Studien, dass DA die Adenylatzyklase (AZ) zu
stimulieren vermag (s. Ubersichtsarbeit von K ebabian & Calne, 1979). Einige Jahre spater wurde

Prasynaptisches Neuron
Tyrosin

L-DOPA

lonenkanal Second Messenger

\—> Neuronais Signd

Postsynaptisches Neuron

Abb. 2. Die DAerge Synapse. DAT, Dopamintransporter; G, G-Protein; VNT, Vesikuldre Neurotransmitter-
Transporter
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die Existenz zweler Rezeptorsubtypen postuliert. Dem lag die Annahme zugrunde, dassder eine
dieAZ stimuliert, wéhrend der andere vom cyclo-Adenosin-3',5 -Monophosphat(CAMP)-System
unabhangig ist (Spano et al., 1978). Kebabian und Calne schlugen vor, diese Subtypen als D;-
und Do-Rezeptor zu bezeichnen (Kebabian & Calne, 1979). Die Anwendung von Homologie-
Klontechniken flihrte Ende der achtziger Jahre zur | dentifikation welterer Rezeptorsubtypen (D3,
D4, Ds), wobei die Ds-Rezeptoren groRe strukturelle und pharmakol ogische Ahnlichkeiten mit
dem D;-Rezeptor aufweisen, wahrend die Ds- und D4-Rezeptoren der Familie der D,-Rezeptoren
zugeordnet werden kénnen. Der humane Ds-Rezeptorsubtyp entspricht dabel dem D1g-Rezeptor
der Ratte, der bel dieser Spezies zusammen mit dem D4-Subtyp die D;-Rezeptorfamilie bildet
(s. Ubersichtsarbeit von Emilien et al., 1999). Die urspriingliche Unterteilung in D;- und Do
Rezeptoren je nach Art der Kopplung an die AZ kann dabel auch auf die neuen Mitglieder der
DA-Rezeptorfamilie angewendet werden; die D;-ahnlichen Rezeptoren Ds und D4 stimulieren
dieAZ (Dearry et d., 1990, Sunaharaet a., 1991), wahrend fr die D,-&hnlichen Rezeptoren D3
und D4 eine Inhibierung der cAMP-Bildung nachgewiesen wurde (McAllister et al., 1995).

1.1.33.2 Struktur

Die DA-Rezeptoren gehoren der G-Protel n-gekoppelten Rezeptorfamilie an. Sieweisen
sieben Transmembrandoménen auf, die fur die Bindung von DA entscheidend sind (s.
Ubersichtsarbeit von Missale et a., 1998). Beide Subtypen besitzen drei extra- und zwei
intrazelluldre Schleifen sowie einen extrazelluldren Amino(NH,)- und einen intrazelluléren
Carboxyl (COOH)-Terminus. Der COOH-Terminusist reich an Serin und Threonin und enthalt
Uberdies einen Cysteinrest, der den zytoplasmatischen Schwanz mit der Membran verankert.
Dabei ist der Cysteinrest bei den D;-8hnlichen Rezeptoren am Anfang des COOH-Terminus
lokalisiert, wahrend er sich bei den D,-ghnlichen Rezeptoren an dessen Ende befindet. Uberdies
weisen sowohl D;- als auch Dy-dhnliche Rezeptoren zwel weitere Cysteinreste in den
extrazelluldren Schleifen 2 und 3 auf, zwischen denen sich eine die Rezeptorstruktur
stabilisierende Disulfidbriicke ausbildet. D;- und Dy-d@hnliche Rezeptoren zeigen grole
Anhnlichkeitenin den Aminosiuresequenzen der Transmembrandoménen (s. Ubersichtsarbeit von
Probst et al., 1992). Die D,-8hnlichen Rezeptoren sind durch einen kurzen COOH-Terminusund
eine grof3e extrazellulére Schleife 3 gekennzeichnet, wie sieflir Rezeptoren charakteristisch ist,

die mit dem inhibitorischen G;-Protein interagieren. Im Gegensatz hierzu ist bei den D;-
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ahnlichen Rezeptoren wie bei vielen Rezeptoren, diemit dem stimulierend wirkenden G¢-Protein
interagieren, die dritte Schleife verkleinert (s. Ubersichtsarbeit von Gingrich & Caron, 1993).
Phosphorylierung kann am COOH-Terminus und an der intrazelluldren Schleife 3 erfolgen,
wahrend sich Glycosylierungsstellen am NH,-Terminus und an der extrazelluléren Schieife 2
befinden (s. Ubersichtsarbeit von Gingrich & Caron, 1993).

1.1.3.23. Signaltransduktion

Bel der Informationsweiterleitung tiber cCAM P wird zunéchst durch die Bindung von DA
die Konformation des Rezeptors dergestalt verandert, dass er auf der Membraninnenseite ein
nukl eotidbindendes G-Protein zu binden vermag. Das G-Protein wird Uber Guanosindi(GDP)-
Guanosintriphosphat(GTP)-Austausch aktiviert und stimuliert seinerseits die AZ Uber die
Hydrolysevon GTP zu GDP und einem Phosphatrest. Die AZ wiederum katalysiert die Synthese
von CAMP, das die Proteinkinase A (PKA) aktiviert, dieihrerseits durch Phosphorylierung die
Aktivitéten einer Vielzahl von Enzymen und Regulatorproteinen zu verandern vermag.

Auch bel der Signaltransduktion Uber Inositoltriphosphat (IPs) erfolgt zuerst die
Aktivierung eines G-Proteins. Dieses aktiviert die Phospholipase C, die das Membranprotein
Phosphatidylinositol in IP; und Diacylglycerol spaltet. |P; stimuliert die Freisetzung von Ca?*-
lonen aus dem endopl asmatischen Reticulum. Diesewiederum aktivieren Ca2*-bindende Proteine
- darunter Proteinkinasen - die die Aktivitéten von Enzymen und Regulatorproteinen verandern.
Diazylglyzerol aktiviert die Proteinkinase C (PKC) und dient ferner as Substrat fur die
Phospholipase A2, die Arachidonsdure - die Ausgangssubstanz fir die Synthese von
Prostaglandinen - von Phospholipiden abspaltet.

Wie zuvor erwéhnt, wurde bereitsin den siebziger Jahren gezeigt, dass DA die Aktivitét
der AZ zu beeinflussen vermag (s. Ubersichtsarbeit von K ebabian & Clane, 1979). Die Existenz
einer D;-rezeptorstimulierten AZ wurde fir die mei sten Gehirnregionen nachgewiesen (Memo et
al., 1986); ebenso konntein etlichen Zellkulturlinien nachgewiesen werden, dass der D1-Rezeptor
die cAMP-Akkumulation zu stimulieren vermag (Deary et a., 1990, Monsmaet al., 1990, Zhou
et al., 1990). Wie bei der groRen strukturellen Ahnlichkeit zu erwarten, weist auch der Ds-
Rezeptor eine positive Kopplung an die AZ auf (Sunahara et al., 1991). Gemeinhin wird
angenommen, dass die Stimulierung der AZ durch die D;-ahnlichen Rezeptoren Uber die Gsa-

Untereinheit des G-Proteins erfolgt. Herve und Mitarbeiter wiesen jedoch nach, dass die Gyta-
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Untereinheit in Regionen wie Nuc. caudatus, Nuc. accumbens und Tuberculum olfactorium
stérker as die Gsa-Untereinheit ausgepragt ist (Herve et al., 1993). Dies impliziert, dass die
Kopplung der D;-dhnlichen Rezeptoren an die AZ durch bislang unbekannte Mechanismen
erfolgen kann. So zeigten weitere Studien, dass striatale D;-Rezeptoren auch mit den
inhibierenden Gia- (Sidhu et a., 1991) und Gja/G.a-Proteinen (Kimura et al., 1995) assoziiert
sein konnen. Darliberhinaus ergaben Immunoprezipitationsstudien eine Interaktion des D;-
Rezeptors mit dem Gqa-Protein, das die Signaltransduktion tber 1P; mediiert (Wang et al.,
1995).

In den friihen achtziger Jahren wurde gezeigt, dassder D,-Rezeptor die AZ zuinhibieren
vermag (Olani et a., 1985). Dies gilt fur beide Isoformen D,s und D,. Verschiedene
Untersuchungen ergaben, dass die Signaltransduktion Uber Gja-Untereinheiten erfolgt
(Montmayeur et a., 1993, Senogles et a., 1994, Guiramano et al., 1995).

Urspriinglich konnte keine inhibierende Wirkung des Ds-Rezeptors auf die AZ
nachgewiesen werden (Sokol off et a., 1990). Dabei schien der Mangel an Guanosinnukleotiden
nach Challenge mit Agonisten nahe zu legen, dass grundsétzlich keine Interaktion des Ds-
Rezeptors mit G-Proteinen erfolgen konne (Sokoloff et al., 1990). Inzwischen wurde jedoch
gezeigt, dassder D3-Rezeptor die AZ in manchen Zdlllinien schwach zu inhibieren vermag (Chio
et a., 1994, Potenzaet a., 1994, McAllister et al., 1995, Robinson et al., 1996). Nachdem fur
dieRetina(Cohenet a., 1992) und verschiedene Zelllinien (Memo et al., 1986, Tang et al., 1994,
Chio et a., 1994, McAllister et al., 1995) auch eine hemmende Wirkung des D 4-Rezeptors auf
die AZ nachgewiesen wurde, scheint fest zu stehen, dass die Unterdrtickung der cAMP-Bildung
eine allgemeine Eigenschaft der D,-ahnlichen Rezeptoren darstellt.

Sowohl die D;- als auch die D,-ghnlichen Rezeptoren erhthen die intrazelluldren Ca?*-
Konzentration Uber die Stimulierung der Phosphatidylinositol-Hydrolyse (Undie et al., 1990,
Vallar et al., 1990). Fiir den D;-Rezeptor konnte tiberdies eine Erhdhung der Ca?*-Freisetzung
durch cAMP-Analoga sowie eine Blockade durch PKA-Inhibitoren nachgewiesen werden
(Surmeier et al., 1995). Die D,-dhnlichen Rezeptoren - insonderheit Ds und D4 - modulieren
auRerdem die Abnahme der intrazellul &ren Ca®*-K onzentrationen mittels Inhibition der einwérts
gerichteten Ca?*-Stréme; dies erfolgt zum einen durch die direkte Blockierung von Ca?*-Kanéen
Uber Aktivierung von G-Proteien und zum anderen durch die rezeptormediierte Aktivierung von

K*-Stromen, dieihrerseits zu V eranderungen des Membranpotential sfiihren (s. Ubersichtsarbeit
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von Valentijn et a., 1993).

D,-ghnliche Rezeptoren potenzieren ferner die Ca’*-induzierte Freisetzung von
Arachidonsaure (Felder et a., 1990). Die Blockierung dieses Effektes durch Applikation von
PK C-Inhibitoren wie Staurosporin (Felder et a., 1990) oder durch Herunterregulation dieses
Enzyms mittels Phorbol-12-myristat-13-acetat (Kantermann et al., 1991) legen nahe, dass die
Wirkung des D,-Rezeptorsubtyps Uber die Veranderung der PK C-Aktivitdt mediiert wird.

Die Wirkung von D;-hnlichen Rezeptoren auf die K*-Stromewird kontroversdiskutiert
(s. Ubersichtsarbeit von Missaleet al., 1998). Bislang wurden sowohl D;-induzierte Erhdhungen
(Laitinen et al., 1993) als auch Erniedrigungen (Kitai et al., 1993) des K *-Ausstroms berichtet.
Die Rolleder D,-ghnlichen Rezeptoren bei der Modulierung der K*-Stromeist besser untersucht,
wobei in Striatum, M esenzephal on und Hypophyse der Ratte elne D,-rezeptormediierte Zunahme
der extrazelluldren K*-K onzentrationen nachgewiesen wurde (Williamset al., 1989, Kitai et al.,
1993, Liu et a., 1994, Gref et a., 1995). Die solcherart induzierte Hyperpolarisierung der
Zellmembran wird Uber einen G-Protein-Mechanismus mediiert. Ihre funktionelle Bedeutung
liegt in der Inhibierung der DA-Freisetzung durch Autorezeptoren. Ebenso erfolgt auf diese
Weise die Hemmung der hypophysaren Prol aktinsekretion.

Di-Rezeptor-Agonisten verursachen Uber cAMP-abhangige wie auch -unabhangige
M echanismen eine Inhibierung des Na'/H*-Austauschers (Felder et al., 1990, 1993), der fiir die
Regulation desintrazel lul&ren pH-Wertesund des Zellvolumens verantwortlichist. Im Gegensatz
hierzu wird der Na'/H*-Austauscher in vielen Zellen durch den D,-Rezeptor aktiviert (Ganz et
a., 1990, Neveet a., 1992, Felder et al., 1993). Dabei wird eine Medierung dieser Effekte durch
die Giz-Untereinheit diskutiert (Dhanasekaran et al., 1994).

Die Na'/K*-ATPase pumpt Na'-lonen aus der Zelle heraus und K*-lonen in die Zelle
hinein und ist mithin fur die Aufrechterhaltung des elektrochemischen Gradienten und die
Erregbarkeit von Nerven- und Muskel zellen unabdingbar. Bertorello und Mitarbeiter fanden in
einer Untersuchung striataler Neurone, dass die Inhibierung der Na'/K*-ATPase entweder die
Anwesenheit von DA oder eilne Kombination von D;- und Do-Agonisten erfordert (Bertorello et
al., 1990). In anderen Geweben wie etwa der Retina oder der Niere scheint die Inhibierung der
Na'/K*-ATPase ausschlieflich iber den D1-Rezeptor zu erfolgen (Laitinen et al., 1993, Chen et
al., 1993). Es wird eine Mediierung dieses Effektes durch die PKA oder das synergistische
Zusammenwirken von PKC und PKA diskutiert (Horiuchi et a., 1993).
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1.1.3.2.4. Verteilung

Der D;-Rezeptor ist von allen DA-Rezeptoren am welitesten verbreitet und in hoheren
Konzentrationen alsjeder anderer DA-Rezeptor exprimiert (Dearry et d., 1990). D;-mRNA und -
Rezeptorprotein wurdein Striatum, Nuc. accumbensund Tuberculum olfactoriumidentifiziert. In
niedrigeren Konzentrationen wurde der D;-Rezeptor Uberdiesin Frontal- und Temporalkortex,
sowie in limbischem System, Hypothalamus und Thalamus nachgewiesen (Hall et al., 1994,
Meador-Woodruff et a., 1996). D;-Rezeptoren in Nuc. entopeduncularisund Parsreticul atader
Substantianigrasind vornehmlich auf GABAergen striatalen Efferenzen lokalisiert, die Gberdies
Substanz P koexprimieren (Gerfen et al., 1990). Lasionsstudien mit 6-Hydroxydopamin (6-
OHDA) fihrten zu keiner Reduktion der D;-Rezeptordichte in Substantia nigra und Striatum;
dieslegt nahe, dassdie D;- - anders als die D,-Rezeptoren - in der Substantianigrapré-, undim
Caudatoputamen postsynaptisch lokalisiert sind (Joyce & Marshall, 1987).

Die D,-Rezeptoren treten ebenfalls in grofter Haufung im Neostriatum auf (Hall et al.,
1994). Ferner finden sich D,-Rezeptoren in Substania nigra, ventraler tegmentaler Area, Nuc.
accumbens, Bulbus olfactorius und Neokortex, wobel die Haufigkeit in kortikalen Geweben von
okzipital nach frontal zunimmt (Lidow et a., 1989). Im Gegensatz zum D;- konnte der D,-
Rezeptor auch im Hypothalamus nachgewiesen werden (Autelitano et al., 1989). Die Splice-
Varianten des D,-Rezeptors - D,s und Dy - unterscheiden sich in ihrer Verteilung und tben
unterschiedliche Funktionen aus. Der D,s-Rezeptor tritt vornehmlich auf Perikarya und
efferenten Axonen der DAergen Zellgruppen in Mesenzephalon und Hypothalamus in
Erscheinung, wahrend der D, -Rezeptor stérker auf den Neuronen des dorsalen und ventralen
Striatums exprimiert ist (Khan et a., 1998). Dabei tritt die D, -Variante zum grofdten Teil auf
mittelgrofien GABAergen und grof3en cholinergen Neuronen in Erscheinung.

Der Begriff ,, Autorezeptor” wurdeim Jahre 1975 von Carlsson gepragt (Carlsson, 1975).
Die DA-Autorezeptoren gehdren zur Familie der D,-dhnlichen Rezeptoren und werden von
Somaund Dendriten nigraler und ventral er tegmental er Neurone sowie von den Axonterminalen
in Neostriatum und Nuc. accumbensexprimiert (Sesack et a., 1994). Wiedie Befunde von Khan
und Mitarbeitern zeigten, wird die prasynaptische Autorezeptorfunktion von der D, -, die
postsynaptische hingegen von der D,s-Splice-V ariante wahrgenommen (Khan et al., 1998).

Ds-Rezeptoren sind tiberwiegend im Nuc. accumbens, aber auch im Okzipitalkortex und
imKleinhirnlokalisiert (Suzuki et a., 1998), wahrend sich D4- und Ds-Rezeptoren vornehmlich
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in Thalamus und Hippokampus befinden (Meador-Woodruff et al., 1992, Primus et al., 1997);
Uberdies wurden D4-Rezeptoren in Hypothalamus und Frontalkortex des menschlichen wie
Rattengehirns nachgewiesen (Primuset a ., 1997). V erschiedene Untersuchungen haben gezeigt,
dass auch Ds- und D4-Rezeptoren eine Autorezeptorfunktion wahrnehmen, doch sind diese
Befunde nicht konsistent (s. Ubersichtsarbeit von Schmitz et al., 2003).

1.1.33. Der Dopamintransporter

Der Dopamintransporter (DAT) gehort zur Familie der Na'/Cl™-abhangigen PNTs (Giros
eta., 1991, Kilty et a., 1991, Shimadaet a., 1991). Weitere Mitglieder dieser Familie sind der
5-HT- (SERT), der GABA- [GAT(1-3)] und der NA-Transporter (NET) sowie die Transporter
fur die Aminosauren Prolin (PROT), Taurin (TAURT oder rB16a) und Glycin [GLY T(-1a, -b, -c
und -2), s. Ubersichtsarbeit von Masson et al., 1991]. Die Na'/Cl-abhangigen PNTs weisen
zwOlf Abschnitte auf, die aus 15 bis 25 hydrophoben Aminosduren bestehen. Einem ersten
Modell zufolge bilden sie zwolf a-helikale Transmembrandoménen (TM 1-12; Kyte & Doolittle,
1982). Sowohl NH,- als auch COOH-Terminus befinden sich intrazellular; die zwelte
extrazelluldre Schleife enthdlt zwei bis vier potentielle N-Glycosylierungsstellen. Neuere
Befunde haben jedoch fur GAT1 und GLY T1 gezeigt, dass die stark hydrophobe TM1 nicht
immer die Membran durchspannt, sondern auch eine Schleife bilden kann, die mit der
Plasmamembran assoziiert ist (, pore loop*-Modell; Bennett & Kanner, 1997, Olivares et al.,
1997). Damit wird TM2 zu TM1, die extrazelluldre Schleife 1 wird intrazellulér, und ein
hydrophober Anteil der extrazellul&ren Schleife2 wird zu TM 3. Diese Modifikation konnte nach
heutigem Kenntnisstand bei allen Na'/Cl™-abhéngigen PNTsin Erscheinung treten.

Es wird angenommen, dass der variable COOH-terminale Antell (TM7 bis TM12)
Substraterkennung und Inhibitorbindung mediiert, wahrend der hochgradig homologe NH,-
terminale Anteil (TM1 bis TM4) am Na'/CI™-Transport beteiligt ist (Zaeska & Erecinska, 1987,
Kitayamaet al., 1992, Buck & Amara, 1994, Giroset a., 1994). Durch diegleichzeitige Bindung
von Na'- und CI"-lonen wird eine K onformationsanderung des Transportersinduziert, durch die
sowohl beide lonen als auch DA vom Extra- in den Intrazellularraum der présynaptischen
Neurone verschoben werden (Gu et a., 1994). Das Vorhandensein von PKC- und PKA-
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Phosphorylierungsstellen in den intrazellularen Domanen aller Na'/Cl™-abhéangigen PNTs legt
nahe, dass der DA-Transport durch sekunddre Botenstoffe reguliert wird. So beschrieben
Kitayamaund Mitarbeiter eine PK C-abhéngige Inhibierung der DAT-Aktivitét (Kitayamaetal.,
1994), wéahrend umgekehrt gezeigt werden konnte, dass die Wiederaufnahme von DA in
hypothalamischen Neuronen durch cAMP-abhangige Phosphorylierung stimuliert wird
(Kadowski et al., 1990). Zhang und Reith wiesen zudem nach, dass Arachidonséure die DA-
Wiederaufnahme zu reduzieren vermag (Zhang & Reith, 1996). Moglicherweisewird die DAT-
Aktivitét auch durch N-Glykolsylierung des Transportermolekiils reguliert; so zeigten Lenhard
und Mitarbeiter eine Reduktion der DA-Wiederaufnahme durch Inhibierung der N-
Glykosylierung mittels N-Tunicamycin (Lenhard et al., 1998).

Der DAT ist auf Perikarya, Axonen, Dendriten und Nervenendigungen lokalisiert (Ciliax
eta., 1995). Einedichte DAT-ahnliche Immunoreaktivitét wurdein Striatum, Nuc. accumbens,
Tuberculum olfactorium, nigrostriatalem Bundel und lateraler Habenula aufgefunden (Freed et
al., 1995). Eine Auspragung geringeren Grades zeigte sich in der Pars compacta der Substantia

nigra sowie in Zingulum und medialem prafrontalem Kortex.

1.14. Funktionelle Bedeutung des dopaminergen Systems

1.14.1. Dopaminrezeptoren

Die Aktivitdt des DAergen Systems wird durch die D,-Autorezeptoren reguliert. Dies
kann Uber unterschiedliche Mechanismen erfolgen. Zum einen wurde gezeigt, dass die
Autorezeptoraktivierung die DA-Freisetzung aus Axonterminalen (Seeman & Lee, 1975) und
Somatodendriten (Cragg & Greenfield, 1997) inhibiert. Eswird angenommen, dassdies tiber eine
Modulierung der Ca®*-K anéle vom N- und P/Q-Typus erfolgt (Phillips& Stamford, 2000), doch
liegen auch Hinweise auf eine Beteiligung von 4-aminopyridinsensitiven K*-Kénalen vor
(Congar et a., 2002). Ein weiterer Mechanismus besteht in der Beeinflussung der DA-Synthese
durch Reduktion der TH-Aktivitdt (Kehr et a., 1972). Wahrscheinlich sind hieran eine
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Inhibierung der AZ und eine cAM P-abhéngige V erénderung der TH-Phosphorylierung beteiligt
(Onai & Olianas et al., 1989, Salah et a., 1989, Lindgren et a., 2001). Ferner ruft die
Autorezeptoraktivierung eine Hyperpolarisierung des Membranpotentials hervor, dieihrerseits
zu einer Aktivierung der G-Protein-aktivierten, gleichrichtenden K*-Einwartsstrome (GIRKS)
fuhren (Lacey et d., 1987); die Folgeist eine Abnahme der Feuerungsrate der DAergen Neurone
(Bunney et a., 1973).

Zu den Verhatensfunktionen, die durch das DA erge System reguliert werden, gehort die
motorische Aktivitét. So induziert die Lasion des Nuc. accumbens bei der Ratte eine spontane
lokomotorische Hypoaktivitét (Jones & Robbins, 1992), wahrend eine kortikale DA-Depletion
lokomotorische Hyperaktivitét hervorruft (Tassin et a., 1978). Die bilaterale L&sion der
Substantianigrafihrt zu einer Bewegungsverlangsamung, die den bradykinetischen Symptomen
bei der Parkinsonschen Krankheit &hnlichist (Baunez et al., 1995). Rezeptorstudien zeigten, dass
der Nuc. accumbens die Vorwartsbewegung tber eine Aktivierung der D;-, D,- und Ds-
Rezeptoren mediiert. Die Aktivierung der prasynaptischen D,-Autorezeptoren vermindert die
lokomotorische Aktivitat, wahrend eine Erhohung der lokomotorischen Aktivitét nach
Aktivierung der postsynaptischen D,-Rezeptoren beobachtet wurde (s. Ubersichtsarbeit von
Jackson & Westlind-Danielsson, 1994). Uberdies erzeugt die pharmakol ogische Blockade der
D,-Rezeptoren eine Verlangerung der Reaktionszeit bel motorischen Konditionierungsaufgaben,
wéhrend DA und DA-Agonisten eine entgegengesetzte Wirkung hervorrufen (Weed & Gold,
1998, Smith et al., 2000). Die ausschliefdliche Aktivierung der D;-Rezeptoren hat keine oder eine
nur geringe Wirkung auf die lokomotorische Aktivitat (s. Ubersichtsarbeit von Jackson &
Westlind-Danielsson, 1994), doch konnte gezeigt werden, dass eine synergistische
Wechsalwirkung zwischen D;- und D,-Rezeptoren fir die V orwértsbewegung unabdingbar ist; so
rufen D,-Agonisten nur bei gleichzeitiger Stimulierung der D;-Rezeptoren eine maximale
Erhéhung der lokomotorischen Aktivitét hervor (Breese et d., 1987). Diese Beoachtung wurde
durch gezielte Inaktivierung des D;1-Rezeptorgensbei der Mausbestétigt (Xu et al., 1994a,b). Die
vornehmlich postsynaptisch lokalisierten Ds-Rezeptoren inhibieren die Lokomotion; so
verringern Ds-Agonisten die lokomotorische Aktivitét, wahrend Ds-Antagonisten die
lokomotorische Aktivitat erhohen (s. Ubersichtsarbeit von Sokoloff & Schwartz, 1995). Die
entgegengesetzten Effekte von D,- und Ds-Rezeptoren auf die Lokomotion finden ein

neurochemisches Korrelat in ihren gleichfalls entgegengesetzten Effekten auf die Neurotensin-
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Genexpression im Nuc. accumbens (Diaz et a., 1994).

Das mesolimbokortikale DAerge System ist an der Mediierung von Belohnung und
Verstérkung beteiligt; so konnte gezeigt werden, dass die intrakranielle Selbst-Stimulation bei
der Ratte in einer erhohten DA-Freisetzung im prafrontalen Kortex und Nuc. accumbens
resultiert (s. Ubersichtsarbeit von Jackson & Westlind-Danielsson, 1994). In pharmakol ogischen
Studien wurde nachgewiesen, dass dieses Verhalten durch sowohl D;- als auch D,-Rezeptoren
mediiert wird, wobei die Agonisten beider Rezeptoren intrakranielle Selbst-Stimulation
faszilitieren, wahrend sie durch deren Antagonisten inhibiert wird (Kornetsky & Esposito, 1981,
Franklin & Vaccarino, 1983). Bei der Selbst-Applikation von Drogen wie Kokain und
Amphetamin (AMPH) wird der verstarkende Effekt durch den D,-Rezeptor mediiert, wéhrend
der D;-Rezeptor von lediglich unterstiitzender Wirkungist (Maldonado et al., 1993, Philipset d.,
1994, Self et a., 1996). Mithin ist die Stimulierung des D;-Rezeptors durch endogenes DA
unabdingbar fir die Exhibierung Do-mediierten Verhaltens. Die Untersuchung von Self und
Mitarbeitern zeigt zudem, dass D;- und Dy-Rezeptoren, obgleich sie synergistisch wirken,
unterschiedliche Aspekte der durch Kokain hervorgerufenen Verstarkung mediieren: sowird der
Anreiz zu weiterer Selbst-V erabreichung von K okain durch den D,-Rezeptor reguliert, wahrend
der D1-Rezeptor das Appetenzverhalten zu reduzieren scheint (Self et al., 1996). Uberdieswurde
gezeigt, dass die Stimulierung des D3-Rezeptors die Kokain-Sel bstverabreichung bei der Ratte
auf eine Weiseinhibiert, die auf eine Faszilitierung der verstarkenden Wirkung schlief3en 1&sst
(Caine & Koob, 1993, Parsons et al., 1996).

Die funktionelle Bedeutung des mesolimbokortikalen DAergen Systems fir die
Regulierung motivationaler Prozesse ist gut dokumentiert (s. Ubersichtsarbeit von Le Moal &
Simon, 1991). So induzieren selektive L&sionen der ventralen tegmentalen Area bei der Ratte
nicht nur lokomotorische Hyperaktivitét, sondern rufen auch die Unfghigkeit hervor, auf einen
externen Stimulus zu fokussieren und das V erhal ten veranderten Umgebungsrei zen anzupassen.
Baunez und Robbins beobachteten die ndmlichen Aufmerksamkeitsdefizite bei Ratten mit
bilateraler Lasion der Substantianigra(Baunez & Robbins, 1999). Ferner zeitigen Lasionen der
ventralen tegmentalen Area ebenso wie Lasionen des préfrontalen Kortex’, des Hippokampus',
der Amygdala, der Habenula und der Septumkerne schwerwiegende Beeintrachtigungen beim
Erlernen unterschiedlicher Gedachtnisaufgaben (s. Ubersichtsarbeiten von Le Moal & Simon,
1991, Wiseet dl., 1996). Bel Tieren mit striataler DA-Depletion ruft ene zusétzliche L&sion des
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Nuc. subthalamicus verfriihte Reaktionen und Perseverationen bei Reaktionszeitaufgaben hervor
(Baunez & Robbins, 1999). Pharmakologische Studien zeigten, dass an der Regulierung von
Lernen und Gedéachtnis D;- wie auch D,-8hnliche Rezeptoren beteiligt sind; so verbessert die
Aktivierung sowohl des D;- alsauch des D,-ahnlichen Rezeptorsim Hippokampus der Ratte die
Akquisition und Retention verschiedener Aufgaben, die das Arbeitsgedachtnis involvieren
(Packard & White, 1991, White & Viaud, 1991, White & Packard, 1993, Levin & Rose, 1995).
DasNamlichewurde fur den préfrontalen Kortex nicht-humaner Primaten gezeigt (Sawaguchi &
Goldman-Rakic, 1991, 1994, Arnsten et a., 1995). Da der D;-Rezeptor im Hippokampus
wesentlich geringer alsder Ds-Rezeptor exprimiert ist, ist eswahrscheinlich, dassdie Effektevon
D;-Agonisten auf Lernen und Gedachtnis durch den Ds-Rezeptorsubtyp mediiert werden.
Weiterhin sind Ds-Rezeptoren in den Septumkernen und zusammen mit D4-Rezeptoren in Kortex
und limbischen Regionen [okalisiert, was eine Beteiligung dieser Subtypen an der Mediierung der

durch D,-Rezeptoragonisten hervorgerufenen Verhatenseffekte nahe legt.

1.14.2. Dopamintransporter

Die synaptischen DA-Konzentrationen werden einerseits durch die neuronale Aktivitét
und andererseits durch die DA-Wiederaufnahme bestimmt. DAerge Neurone zeigen zwel Arten
von elektrischer Entladung, die beim Nagetier entweder aus einzelnen Aktionspotentialen
(Frequenz: <5 Hz) oder aus Serien von zwei bis sechs Aktionspotentialen (Frequenz: 15-30 Hz)
bestehen (Grace & Bunney, 1984a,b) und die Freisetzung von DA induzieren. Wahrend der
tonischen neuronalen Aktivitét wird das durch ein einzelnes Aktionspotential freigesetzte DA vor
Eintreffen des ndchsten Signalswieder aus dem synaptischen Spalt entfernt. Im Gegensatz hierzu
akkumuliert dasfreigesetzte DA bei der seriellen Feuerung im Extrazelluléarraum (Chergui et al.,
1994). Die Erhéhung der synaptischenDA-Konzentrationist fur die Stimulierung sowohl der D,-
Autorezeptoren (Benoit-Marand et al., 2001) als auch der postsynaptischen D;-Rezeptoren
unabdingbar (Chergui et al., 1996). In Knock-out-Mausen mit fehlendem DAT akkumuliert das
bei tonischer Aktivitét freigesetzte DA, ohne dass eine weitere Steigerung durch serielle
Feuerung moglich wére (Benoit-Marand et al., 2000). Diese Tiere sind hyperaktiv und zeigen

Beeintrachtigungen in r&umlichem Lernen und in der Fahigkeit, unangemessenes Verhalten zu
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unterdriicken (Gainetdinov et al., 1999). Nach einer Hypothese von Benoit-Marand und
Mitarbeitern treten diese kognitiven Defizite auf, weil die erhdhte Feuerungsrate der Neuronen
bei diesen Mausen nicht in phasische Veranderungen der synaptischen DA-Konzentration
Ubersetzt zu werden vermag (Benoit-Marand et al., 2000).

Die DA-Wiederaufnahmeist Uberdiesfir die Auffullung der intrazelluléaren DA-Vesike
von Bedeutung (Gainetdinov et a., 1998). Dies zeigen ebenfalls Studien an DAT-Knock-out-
Mausen, bei denen die DA-Freisetzung in gesteigertem Mal3e von der DA-Synthese abhéngig und
dieseinfolgedessenim Vergleich zu Wildtyp-Mausen verdoppelt ist (Joneset al., 1998, Benoit-
Marand et a., 2000).

Sind die DA-Konzentrationen niedriger, asfir die D,-Rezeptoraktivierung erforderlich
ist, stimuliert der DA-Transport in mesenzephalen DA ergen Neuronen el nen Anionenstrom, der
eine exzitatorische Reaktion induziert (Ingram et a., 2003). Dies bedeutet, dass die DA-
Freisetzung bel niedriger synaptischer DA-Konzentration durch den DAT faszilitiert wird. Bel
hoheren synaptischen DA-Konzentrationen wird dieser Effekt durch die Aktivierung
inhibitorischer Autorezeptoren blockiert.

Eine weitere Studie legt nahe, dass der DAT die Freisetzung von DA auch Uber die
Transportumkehr zu mediieren vermag; so zeigten Falkenberger und Mitarbeiter, dass die DA-
Freisetzung aus Somata und Dendriten nigraler Neuronen durch die Stimulierung GLUerger
Fasern aus dem Nuc. subthalamicus erhéht und durch die Applikation von DAT-Inhibitoren
erniedrigt wird (Falkenberger et a., 2001). Die Autoren stellten die Hypothese auf, dassder DA -
Transport dann umgekehrt wird, wenn die Dendriten tber diefir den DA-Transport erforderliche
Anderung des Membranpotentials hinaus depolarisiert werden. Diese nicht-vesikulare DA-
Freisetzung bewirkt eine Feedback-Inhibierung der DA-Neuronen Uber die Aktivierung von

Autorezeptoren und modifiziert auf diese Weise die zellulére Signalweiterleitung.



1.15. Szintigraphische Untersuchungen der dopaminergen Synapse

1.15.1. Morbus Parkinson

Die Parkinsonsche Krankheit ist durch eine fortschreitende Degeneration der
nigrostriatalen Faserverbindungen gekennzeichnet. Dabei wird der nigrale Zellverlust von einer
ausgepragten Reduktion der striatalen DA-Konzentration begleitet (Ehringer & Hornykiewicz,
1960), die die Kardialsymptome der Parkinsonschen Krankheit - Bradykinese, Rigor und Tremor
- hervorruft. Diese Symptome werden manifest, wenn die Zerstorung der striatalen Nervenzellen
80% Ubersteigt. Mit der Reduktion der nigrostriatalen DAergen Neuronen geht eine
Verminderung der striatalen DAT-Dichte einher (Kaufman & Madras, 1991). Dies konnte auch
fur Tiermodelle der Parkinsonschen Krankheit gezeigt werden (Ito et a., 1999). Neueren
Untersuchungen zufolge kann der Schweregrad der DAT-EinbulRen den Verlust DAerger
Neurone Ubersteigen (Ito et a., 1999, Lee et a., 2000). Die ist die Folge eines
K ompensationsmechanismus, der in der Friihphase der Parkinsonschen Krankheit den Mangel an
DAerger Innervation auszugleichen vermag. So zeigten Garris und Mitarbeiter, dassdie DAT-
Einbufen im teilweise denervierten Striatum zu einer Verringerung der DA-Wiederaufnahme
fUhren, wodurch die synaptischen DA-K onzentrationenim Normalbereich bleitben (Garriset al.,
1997).

Ein welterer Kompensationsmechani smus besteht in der Hochregulation der striatalen D4-
und D,-Rezeptoren (Sawleet al., 1993, Antonini et al., 1994, Ichiseet al., 1999, Kaasinenet d.,
2000). Dieswurde auch fur Tiermodelle der Parkinsonschen Krankheit wie die 6-OHDA-|&dierte
Ratte berichtet. Dain vivo Untersuchungen dieses Tiermodells einen Schwerpunkt der in Kapitel
2 beschriebenen Untersuchungen bildet, wird hiervon noch ausftihrlich die Rede sein.

Die funktionelle Bildgebung mit Positronen(PET)- und Einzel-Photonen-
Emissionscomputertomographie (SPECT) ermoglicht die in vivo Darstellung des pré& sowie
postsynaptischen DAergen Systems. Garnett und Mitarbeiter beschrieben im Jahre 1983
erstmalig die Verwendung des PET-Tracers [ *®F] Dihydroxyphenylalanin ([**F]DOPA), das die
Visudisierung der présynatischen DOPA-Aufnahme und der Decarboxylierung von DOPA durch
die DOPA-Decarboxylase erlaubt (Garnett et a ., 1983). Dadie Ratenkonstanten der [**F|DOPA-
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Aufnahme mit der Anzahl der funktionalen DAergen Neuronen korrelieren, gewahrt dieses
Verfahren Einblicke in das Muster und den zeitlichen Verlauf der DAergen Depletion bei
idiopathischem Parkinsonismus (Morrish et a., 1995, 1996, Rakshi et al., 1999, Nurmi et al.,
2001, Whone et al., 2003). So konnte gezeigt werden, dass die [**F]DOPA-Aufnahme beim
ersten Auftreten der Parkinson-Symptome im Putamen um 30 bis 40% reduziert, im Globus
pallidus internus jedoch um 30 bis 40% erhoht ist (Whone et a., 2003). Mit Fortschreiten der
Erkrankung kommt es zu einer zunehmenden Verringerung der [*®F]DOPA-Aufnahme in der
letztgenannten Region, was auf eine kompensatorische Steigerung der pallidalen DAergen
Neurotransmission in der Frihphase der Erkrankung schlief3en 18sst.

Die DAT-Verfugbarkeit kann mit etlichen PET- und SPECT-Tracern, in der Regel
Strukturanaloga des Tropans, untersucht werden. Zu den ersteren gehoren [*C]2R-
Carbomethoxy-3R-[4-fluorophenyl]tropan ~ ([MC]CFT,  ["'C]JWIN35428), [*'C](2R-
Carbomethoxy-3R3-[4-iodophenyl]tropan  ([*'C]RTI-32) und [*'C]N-(-Fluoropropyl-2R-
carbomethoxy-3R-[4-iodophenyl])tropan ([*'C]R-CIT). Géngige SPECT-Radiotracer sind
[%™T ] ([2-[[ 2-[[[3-(4-Chl orophenyl)-8-methyl -8-azabicycl o[ 3,2, 1] oct-2-yl]methyl] 2-mercapo-
ethyl)amino]ethyl]-am-ino] -ethan-etio-lato-(3-)] oxo-[ 1R-(exo-ex0)]) ([*™Tc]TRODAT),
[*?1]Altropan  und  [**1]N-?-Fluoropropyl-2R-carbomethoxy-3R-[ 4-iodophenyl]-nortropan
([***1]FP-CIT). Zahlreiche Untersuchungen mit [*3]FP-CIT zeigten, dass die DAT-Bindung
bereits im Fruhstadium des idiopathischen Parkinsonismus' erniedrigt ist (Marek et al., 1996,
Staffen et al., 2000, Chouker et a., 2001, Pirker et a., 2002). Dabel wird das Striatum -
insbesondere das okzipitalwarts gerichtete Putamen - unilateral schwécher dargestellt und zwar
kontralateral zu der Korperseite, die erste klinische Auffalligkeiten zeigt. Die Untersuchung der
DAT-Bindung mit [*®|]FP-CIT erlaubt die Differenzierung zwischem idiopathischem und
vaskul &rem Parkinsonismus sowie essentiellem Tremor, dabel den letztgenannten Erkrankungen
die [**3]FP-CIT-Bindung nicht von der Radioaktivitatsakkumulation bei normalen
K ontrollpersonen zu unterscheiden ist. In Uberstimmung mit den [**F] DOPA-Befunden nimmt
die DAT-Bindung mit zunehmender Erkrankungsdauer und Schweregrad der idiopathischen
Parkinson-Symptome zu (Benamer et a., 2000). Ebenso zeigen striatale [**F]DOPA- und
[*?®|]FP-CIT-Bindung eine positive Korrelation (Ishikawa et al., 1996). Die Sensitivitét von
[®F]DOPA-PET wie auch [*?*|]FP-CIT-SPECT liegt bei etwa 90% (Benamer et al., 2003,
Whone et al., 2003).
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Der Morbus Parkinson hat eine prasynatische Ursache; mithin kdnnen mit der Do-
Rezeptorszintigraphie lediglich deren postsynaptische Folgen dargestel It werden. Durch dieim
Frihstadium auftretende kompensatorische Hochregul ation der D,-Rezeptoren kanndie DAerge
Neurotransmission Uber einen langeren Zeitraum aufrechterhalten werden. Folglich treten in
diesem Stadium lediglich geringe klinische Ausfélle in Erscheinung; PET-und SPECT-Studien
mit D.-Rezeptorliganden wie ["'C]Racloprid und ["'C]Methylspiperon ([*'CIMSP)
beziehungsweise [*1](S)-2-Hydroxy-3-iodo-6-methoxy-N-[(1-ethyl-2-pyrrolidinyl)methyl]-
benzamid ([***1]IBZM) zeigen im Allgemeinen eine leichte Erhdhung der striatalen D--
Rezeptorbindung (Rinneet al., 1990, Hierholzer et a., 1992, Antonini et al., 1994, Piccini etal.,
1995, Turjanski et al., 1997), die negativ mit der prasynaptischen Reduktion der [**F]|DOPA-
Bindung korreliert (Sawle et al., 1993). Chronische Behandlung mit DAergen Medikamenten
zeitigt eine Normalisierung der D,-Rezeptorbindung, wie sowohl mit den PET-Liganden
[**C]Racloprid und [**C]M SP als auch mit [*2*1]1BZM nachgewiesen werden konnte (Hagglund
et al., 1987, Brucke et a., 1991, Antonini et al., 1994). Im fortgeschrittenen Stadium der
Erkrankung ist auch die postsynaptische D,-Rezeptorbindung infolge des abnehmenden DA -
Metabolismus' in zunehmendem Mal%e verringert und im Vergleich zu Normalpersonen
unauffallig bis reduziert (Hierholzer et al., 1992, Antonini et a., 1995). Fir eine solche
zeitabhéngige Veranderung der D,-Rezeptorbindung sprechen auch tierexperimentelle Befunde
(Fornagueraet al., 1995). Mithin liegt die D,-Rezeptorbindung in dem Stadiumim Normbereich,
in dem die Patienten bereits eine deutliche klinische Symptomatik zeigen und kann damit nichts
zur Abgrenzung gegeniiber Gesunden beitragen.

Die Multisystematrophie (MSA) umfasst verschiedene Krankheitsbilder, zu denen die
olivopontozerebellére Atrophie, das Shy-Dréger-Syndrom, die idiopathische orthostatische
Hypotension und die striatonigrale Degeneration gehdren. Die an MSA leidenden Patienten
zeigen in der Regel neben der Parkinsonsymptomatik Augensymptome wie eine vertikale
Blickparese (Parkinson-Plus-Syndrom). Im Gegensatz zum idiopathi schen Parkinsonismusist die
D,-Rezeptorbindung bei der MSA verringert (Verhoeff et al., 1990, Schwarz et al., 1992, 1993,
Van Royen et a., 1993), so dassdie Szintigraphie hier neben den neurol ogischen Auffélligkeiten
differentialdiagnostische Hinwelse gibt. Patienten mit einer verringerten D,-Rezeptorbindung
sind gemeinhin,, Non-Responder” im Apomorphin(APO)-Test (Schwarz et a., 1992, Schel osky
et al., 1993). Mithin ermoglicht die D,-Rezeptorszintigraphie die Differenzierung zwischen
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Patienten mit einem Morbus Parkinson, die gut auf DA erge Medikation ansprechen und spateren
»Non-Respondern®, die moglicherweisean M SA |eiden, mit einer Sensitivitéat und einer Spezfitét
von Uber 80%.

Neuroleptika blockieren die postsynaptischen D,-Rezeptoren und flhren so zu einer
Reduktion der DAergen Neurotransmission. Langfristig konnen diese Medikamente zu
Spatdyskinesien filhren. Bei akuter Uberdosierung treten Bewegungsstérungen auf, die einem
M orbus Parkinson dhnlich sind und al's medikament6ses Parkinson-Syndrom bezel chnet werden.
Die Blockierung der D,-Rezeptoren fihrt zu einer hochgradigen Abnahme der D,-
Rezeptorbindung, so dass die Differential diagnose dieses Krankheitshildes zum idiopathi schen
Morbus Parkinson gestellt werden kann (Reiche et al., 1995).

1.15.2 Schizophrenie

Alle bekannten Neuroleptika wie etwa die Butyrophenone Spiroperidol und Hal operidol
(HAL) und das Benzamid Racloprid, die zur Behandlung der sogenannten Positivsymptome -
zum Beispie Halluzinationen und Wahn - engesetzt werden, sind potente D,-
Rezeptorantagonisten (Seeman et al., 1976). Unter anderem aus diesem Sachverhalt wurde die
DA-Hypothese der Schizophrenie abgeleitet, die besagt, dass die Positivsymptome und
moglicherweise auch das gesamte Krankheitsbild durch eine gesteigerte Do-rezeptormediierte
DAerge Neurotransmission hervorgerufen werden. Diese Hypothese wurde durch in vitro
Bindungsstudien bestétigt, die eine selektive Zunahme D,-8hnlicher Rezeptorenin den Gehirnen
verstorbener Schizophreniepatienten zeigten (Seeman et a., 1987). Ferner ergaben sichinvitro
Hinweise darauf, dassin einigen Geweben psychotischer Individuen die I nteraktion zwischen D;-
und D,-Rezeptoren fehlt (Seeman et al., 1989). Darlberhinaus fanden Seeman und Mitarbeiter
eine sechsfache Zunahme der Ds-Rezeptordichte in den Basalganglien verstorbener
Schizophreniepatienten (Seeman et a., 1993), ein Befund, der jedoch von Reynolds und Mason
nicht bestétigt werden konnte (Reynolds & Mason, 1994).

Wong und Mitarbeiter untersuchten die D,-Rezeptorbindung schizophrener Patienten mit
PET und fanden eine im Vergleich zu Kontrollpersonen erhhte [*'*C]MSP-Anreicherung im
Nuc. caudatus (Wong et al., 1985, 1986, Tune et a., 1993). Im Einzelfall jedoch waren die
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Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen nur gering und nicht allgemein vorhanden.
Auch konnte der Befund einer schizophreniebedingten D,-Rezeptorhochregulation von anderen
Gruppen nicht bestatigt werden; diesgilt fiir PET-Untersuchungen mittels[*'C]Racloprid (Farde
et a., 1990) ebenso wie fiir SPECT-Untersuchungen mit [**1]IBZM als D,-Rezeptorligand
(Knable et al., 1997). Die klinische Wertigkeit der D,-Rezeptorszintigraphie al's Instrument fir
die Diagnose der Schizophrenieist somit gering. Sie kann jedoch hilfreich sein, wenn der Patient
auf die Standarddosis eines Neuroleptikums nicht anspricht und der Anteil der durch das
Neuroleptikum besetzten Rezeptoren - die,, receptor occupancy* - quantifiziert werden muss (s.
Ubersichtsarbeit von Kasper et al., 2002). Zur Bestimmung der Rezeptorbesetzung ist jeweils
eine Bestimmung der D,-Rezeptorbindung vor und nach Verabreichung des Neuroleptikums
erforderlich; zeigt ein Patient, der auf Neuroleptika nicht anspricht, in der D,
Rezeptorszintigraphie eine Rezeptorbesetzung von mehr als 80%, ist eine Dosissteigerung auf
Grund der hierdurch induzierten Nebenwirkungen nicht sinnvoll (Smith et al., 1988, Fardeet d.,
1988, 1992). Uberdies kann die D,-Rezeptorszintigraphie bei Verdacht auf ein malignes
Neuroleptikasyndrom fir die Differentialdiagnose zur febrilen Katatonie eingesetzt werden.

In jungerer Zeit wurde in verschiedenen Studien auch die DAT-Bindung bei
schizophrenen Patienten untersucht; als Radioliganden fanden hierbei [*®F]CFT (Laakso et al.,
2000, 2001), [**1]R-CIT (Laruelleet a., 2000, Y oder et a ., 2004, Sjoholm et al., 2004), [*%1]FP-
CIT (Lavalaye et al., 2001) oder [*™Tc]TRODAT (Hsiao et al., 2003, Schmitt et a., 2005)
Verwendung. Die Ergebissewaren inkonsistent und zeigten unveranderte (Laruelleet al., 2000,
Laakso et a., 2000, Lavalaye et a., 2001, Yoder et al., 2004, Schmitt et al., 2005) wie auch
erhdhte (Hsiao et al., 2003, Sioholm et al., 2004) und erniedrigte (Laakso et al., 2001, Hsiao et
a., 2003) DAT-Bindungen. Interessanterweise wurden ebenfalls bel medizierten Patienten
sowohl Erhdhungen (Sjoholm et al., 2004) als auch Erniedrigungen (Laakso et al., 2001)
beobachtet, wéhrend Lavalaye und Mitarbeiter keine Unterschiede in der DAT-Bindung
zwischen drogennaiven Patienten, medizierten Patienten und unbehandelten Kontrollpersonen

nachzuwei sen vermochten (Lavalyae et al., 2001).
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1.153. Drogenabusus

Mikrodialysestudien zeigten, dass Injektionen von Morphium, R-Endorphin und
Enkephalin in das Ventrikelsystem oder in die ventrale tegmentale Area eine Erhthung der
extrazelluldren DA- und DA-Metabolitenkonzentration im Nuc. accumbens hervorrufen
(Spanagel et al., 1992, Devine et al., 1993). AMPH fihrt zu einer direkten Erhéhung der DA-
Freisetzung, wahrend Kokain an den DAT bindet und auf diese Weise die DA-Wiederaufnahme
inhibiert (I1zenwasser & Cox, 1990). Dabel bewirken die tblicherwei se verabreichten Dosen eine
Besetzung von 60 bis 80% der striatalen DATS, wobel das Ausmal3 der Blockierung mit der
verstarkenden Wirkung der Droge korreliert (Volkow et al., 1997). Uberdies zeitigen die
erhohten DA -K onzentrationen im synaptischen Spalt eine zwei - bisdreifache adaptive Zunahme
der Ds-Rezeporen in Striatum und Substantianigra (Staley & Mash, 1996). Kokainentzug fuhrt
andererseits zu einer lang anhaltenden Abnahme der DA T-K onzentrationen im mesolimbischen
DAergen System (Boulay et al., 1996).

Die Applikation von AMPH oder den DAT-Liganden Kokain und Methylphenidat (MP)
ermoglicht eine indirekte Quantifizierung der stimulanzieninduzierten DA-Ausschittung: so
erhoht Kokain nach akuter V erabrei cherung durch die vermehrte Frei setzung von endogenem DA
die Auswaschrate von D,-Rezeptorliganden und induziert auf diese Weise eine messbare
Verringerung der D,-Rezeptorbindung (Mach et a., 1997). Eine Reduktion der Do-
Rezeptorbindung wurde ebenso nach Gabe von AMPH und M P beobachtet (Volkow et al., 1994,
Breler et al., 1997). Dabel wurde jedoch bel chronischem Kokainabusus eine im Vergleich zu
Normal probanden verringerte DA-Freisetzung nach AM PH-Challenge nachgewiesen (V olkow et
a., 1997). Hieraus ergeben sich mogliche Anwendungen der D,-Rezeptorszintigraphie bei
Drogenabhangigen, aber auch anderen Patientenkollektiven; so wurde beispielsweise bel
schizophrenen Patienten elne Erhéhung der AM PH-induzierten Freisetzung von DA beobachtet
(Breier et al., 1997).

1.1.5.4. Manie und Depression

Der Umstand, dass Neuroleptika zur Behandlung der Manie eingesetzt werden kénnen,
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|asst auf eine Beteiligung des DAergen Systems an der Pathogenese dieser Erkrankung schlief3en.
Uberdies|egt der stimmungsaufhellende Effekt DA-agonistischer Pharmakadie V ermutung nahe,
dass DA an der Entstehung der Depression beteiligt ist (Silverstone, 1985). Entsprechend konnte
gezeigt werden, dass antidepressive Medikamente die DA-Wiederaufnahme in spezifischen
Gehirnregionen wie dem Nuc. accumbens und dem préafrontalen Kortex inhibieren (Carboni et
al., 1990, DeMontiset al., 1990). Uberdiesfiihrt die L angzeitbehandlung mit Antidepressivazu
einer Potenzierung der D,-/Ds-Rezeptorfunktion in mesolimbischen Regionen und zu einer
Desensitisierung der présynaptischen DA-Autorezeptoren im préfrontalen Kortex (Serraet al.,
1979).

Depressive Patienten zeigen eine im Vergleich zu Kontrollen unilateral reduzierte
Bindung von [*?®|]R-CIT an den DAT (Neumeister et al., 2001). Uberdies konnte in vivo mit
['2*111BZM und SPECT gezeigt werden, dass die D,-Rezeptorbindung bei depressiven Patienten
im Vergleich zu Kontrollpersonen erhoht ist (D'haenen et al., 1994). Die Unterschiede sind
jedoch gering; die Befunde konnten von Larisch und Mitarbeitern fur Striatum und vorderes
Zingulum reproduziert werden (Larisch et al., 1997), wahrend Volkow und Mitarbeiter eine
Verringerung der D,-Rezeptorbindung fanden (Volkow et al., 1997). Mithinist gegenwértig die
Wertigkeit der D,-Rezeptorszintigraphiefir die Diagnose der Depression gering, doch liefert sie
objektive biologische Parameter, die zu einer besseren Therapierung der Patienten genutzt
werden konnen (s. Ubersichtsarbeit von Larisch & Klimke, 1998): so konnte gezeigt werden,
dass erfolgreich mit 5-HT-Wiederaufnahmehemmern behandelte Patienten im Therapieverlauf
eine Zunahme der D,-Rezeptorbindung an den Tag legten (Larisch et al., 1997). Ferner ergab
sich, dass Patienten mit einer niedrigen D,-Rezeptorbindung vor Therapiebeginn mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf die Behandlung mit 5-HT-Wiederaufnahmehemmern ansprachen.
Patienten mit hoher D,-Ausgangshindung zeigten zum grof3en Teil keine Besserung der
Symptome (Klimke et al., 1998). Das Gegentell ergab sich fir die Schlafentzugsbehandlung:
Patienten mit hoher D,-Rezeptorbindung sprachen gut an, wéhrend sich Patienten mit einem

niedrigen Ausgangsniveau als Non-Responder erwiesen (Ebert et al., 1994).
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1.155. Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitétssyndrom

Das Aufmerksamkeltsdefizit-Hyperaktivitétssyndrom (ADHYS) ist mit einer Prévalenz von
5 bis 10% die im Kindesalter am haufigsten auftretende psychiatrische Erkrankung (s.
Ubersichtsarbeit von Castellanos, 1997). Sie kann sich bisins Erwachsenenalter hinein fortsetzen
und zeigt ein klinisches Erscheinungsbild, das durch ausgepragte motorische Aktivitét,
Impulsivitét und Konzentrationsstorungen gekennzeichnet i st. Die neurobiol ogische Ursache der
Erkrankung ist unbekannt; dasich jedoch Stimulanzien wie MP alswirksam bei der Behandlung
von ADHS erwiesen haben, wurde friihzeitig auf eine Dysregulation des DAergen Systems bel
Patienten mit ADHS geschlossen (Satterfield & Dawson, 19971).

Die Wirkung von DA besteht darin, die vom Neokortex ausgehende Aktivierung des
striato-thalamo-kortikalen Schaltkreises (Abb. 1) zu verstdrken, indem es sowohl die
Neurotransmission Uber die exzitatorisch wirkende , direkte” als auch tber die inhibitorisch
wirkende,,indirekte" Faserverbindung faszilitiert (Hirataet al., 1984, Hirata& Mogenson, 1984,
Hongetal., 1985, Panetal., 1985, Young et a., 1986, Bouraset a., 1986). Belt ADHS geht man
allgemein von einem erhohten exzitatorischen Tonus in den ,direkten” und/oder einem
verringerten inhibitorschen Tonus in den ,,indirekten” Faserverbindungen des striata-thalamo-
kortikalen Schaltkreises aus (s. Ubersichtsarbeit von Castellanos, 1997). Im Besonderen wird
angenommen, dass die mit ADHS einhergehenden kognitiven Beeintrachtigungen mit einer
erniedrigten DAergen Neurotransmission im préfrontalen Kortex in ursachlichem
Zusammenhang stehen, wahrend Hyperaktivitat und moglicherwel seauch Impulsivitét durch eine
sekundér erhohte DAerge Neurotransmission im Striatum verursacht werden (Solanto, 2002).
Medikamente wie MP, die tber Bindung an den DAT die DA-Wiederaufnahme blockieren und
die DA-Freisetzung stimulieren, erhéhen demnach die préfrontale DAerge Neurotransmission
und induzieren auf diese Weise eine  Reduktion der kognitiven und behavioralen
Beeintrachtigungen.

Dieerstein vivo Untersuchung der présynaptischen DOPA-Aufnahmemit PET zeigtebel
adoleszenten ADHS-Patienten eine gesteigerte [**F]DOPA-Akkumulation im rechten
Mesenzephalon (Ernst et a., 1998). Im Gegensatz hierzu war die [**F]DOPA-Aufnahme bel
unbehandelten adulten ADHS-Patienten im linken und medialen Préfrontalkortex erhoht,

wahrend sich keinerlel Unterschiede zu K ontroll personen in Striatum und M esenzephal on fanden
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(Ernst et a., 1999). Uberdieswurde mit [***] Altropan-SPECT bei adulten ADHS-Patienten eine
im Vergleich zu gesunden Kontrollen um 70% erhdhte striatale DAT-Dichte nachgewiesen
(Dougherty et al., 1999). Der ndmliche Befund wurde von der Arbeitsgruppe um Tatsch erbracht,
die bei adulten ADHS-Patienten mit dem DAT-Liganden [*™Tc] TRODAT eine Erhdhung der
striatalen DAT-Dichte um 17 (Dresel et al., 2000) beziehungsweise 16% (Krause et al., 2000)
nachzuweisen vermochte. L arisch und Mitarbeiter beobachteten mit [**|]FP-CIT alsRadioligand
bei gleichfalls adulten Patienten eine Zunahme der striatalen DAT-Bindung um lediglich 5%
(Larisch et a., 2006). Im Gegensatz hierzu wurde in einer Studie mit [*?1]R-CIT bei adulten
Patienten keine Erhdhung der striatalen DAT-Dichte gefunden (van Dyck et al., 2002). Bel
Kindern mit ADHS jedoch war die striatale Akkumulation von [*%|]N-(3-lodopropen-2-y1)-23-
carbomethoxy-33-(4-chlorophenyl)tropan ([*?*1]IPT) im Vergleich zu gesunden Kontrollen
linksseitig um 40 und rechtsseitig um 51% erhoht (Cheon et al., 2003). Dabei bestand keine
Korrelation zwischen der DAT-Bindung und dem Schweregrad der ADHS-Symptome. Nach
Langzeitbehandlung mit MP wurde bei adulten ADHS-Patienten eine Reduktion der
[*™Tc] TRODAT-Bindung um 30% nachgewiesen (Dresel et al., 2000, Krause et al., 2000).

Bei gesunden V ersuchspersonen konnte mittels[**C]Racloprid-PET gezeigt werden, dass
sowohl intravents als auch oral verabreiches MP zu einer Reduktion der striatalen Do-
Rezeptorbindung fuhrt (Volkow et al., 1994, 1999, 2001); den namlichen Befund erbrachten
Booij und Mitarbeiter mittels[*%1]IBZM-SPECT (Booij et a., 1997); diese Studien lieferten den
direkten in vivo Nachweis fur die MP-induzierte Erh6hung der extrazelluldren DA-
Konzentration. Dabei liegt diefir eine 50%ige DAT-Blockade erforderliche orale MP-Dosisbel
0.25 mg/kg (Volkow et a., 1998); in einer Studie mit [*'*C]MP-PET konnte zudem gezeigt
werden, dass die maximal e striatale M P-K onzentration nach 60 Minuten erreicht wird (V olkow
et al., 1998).
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1.2. Untersuchungen des dopaminergen Systems mit der Kleintiertomographie

1.2.1. Einfuhrung in die Kleintiertomographie mit PET und SPECT

Eine Vielzahl nuklearmedizinischer Fragestellungen kann aus ethischen und
strahlenschutzrechtlichen Griinden nicht am Menschen untersucht werden. Hierzu gehéren zum
einen Untersuchungen — etwa zur Toxizitét oder zur Biodistribution - die mit der Evaluierung
neuer Radioliganden in Zusammenhang stehen. Zum anderen sind gezielte Eingriffe in die
synaptischen Regul ationsmechani smen nur el ngeschrankt moglich, dasich die Applikation von
Neurotoxinen ebenso verbietet, wie die Verabreichung von Pharmakadosen mit zu hohem
Nebenwirkungspotential. Hinzu kommt, dass sich Menschen, selbst wenn es sich um gesunde
Kontrollpersonen handelt, und hinsichtlich ihres Alters, ihres Geschlechtes und ihrer
Vorgeschichte — etwa ihrer Schulbildung oder ihres Familienstandes - kontrolliert wird, in
wichtigen Faktoren wie ihren erblichen Anlagen, ihrer psychischen Befindlichkeit und ihren
L ebensgewohnheiten unterscheiden kénnen.

Der grof3e Vorteil des Tierexperimentesist, dasseine Vielzahl dieser Einflussfaktoren auf
die Neurochemie des Gehirnsdurch die Verwendung von Auszuchtstémmen und standardisierte
L aborhaltung ausgeschl ossen werden kann. So haben insbesondere Untersuchungen an Ratten-
und Mausemodellen wichtige Beitrage zum Verstandnis vieler humaner Erkrankungen wie
Morbus Parkinson (s. Ubersi chtsarbeit von Schwarting & Huston, 1996a, b), Morbus Huntington
(s. Ubersichtsarbeit von Hersch & Ferrante, 2004) oder ADHS (s. Ubersichtsarbeit von Cabib et
al., 2002) geleistet. Diein vivo Untersuchung neurobiol ogischer Fragestellungen an Nagetieren
erfordert jedoch die Entwicklung dedizierter bildgebender Systeme, deren tomographische
réaumliche Auflésung digjenige konventioneller klinischer Scanner Ubersteigen muss, um der
Kleinheit der Zielregionen Rechnung zu tragen. Auch die Sensitivitét der Scanner muss hoch
sein, da zum einen die spezifische Aktivitét von PET-Radiotracern in der Grof3enordnung von
nur 100 MBg/nmol liegt (Hume et al., 1998) und nicht beliebig grof3e Stoffmengen appliziert
werden kdnnen, ohne das Tracerprinzip zu verletzen und zum anderen eine hohe Sensitivitét eine

Verkirzung der Messzeiten und damit eine geringere Belastung des Versuchstieres durch die
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Anésthesie erlaubt. Da Auflésung und Sensitivitét bestimmten physikalischen Limitierungen
unterliegen, ist die verwendete Technik entscheidend fur die Grélie der DAerg innervierten
Zielregionen, die mit einer bestimmten Kamera untersucht werden konnen.

Wir tragen dieser Problematik dadurch Rechnung, dasswir in den néchsten Kapiteln eine
Einfuhrung in PET- und SPECT-Methodik geben. Nach einer Ubersicht tiber die Faktoren, die
die Leistungscharakteristika der bildgebenden Systeme determinieren, kommen wir zur
Darstellung der DA-Rezeptor- und -Transporteruntersuchungen, die bislang an Ratten mit
Kleintier-PET und -SPECT durchgefihrt wurden.

1211 Grundlagen der PET

Sgnaldetektion. Beim radioaktiven 3™-Zerfall werden Positronen freigesetzt, die beim
Zusammentreffen mit Elektronen annihiliert werden. Bei diesem Vernichtungsereignis entstehen
zwei Gammaguanten mit einer Energie von jewells 511 keV, die in einem Winkel von 180°
emittiert werden. Bel der PET werden diese Annihilationsphotonen von Szintillationsdetektoren
—meist Kristallen - registriert, wobei ein Vernichtungsereignis angenommen wird, wenn zwei
Photonen innerhalb eines innerhalb eines Zeitfensters im Nanosekundenbereich auf zwel in
K oinzidenz geschalteten Detektoren auftreffen. Die Annihilationsphotonen interagieren mit den
Detektoren Uber photoelektrische und Compton-Effekte. Das Kristallgitter nimmt durch die
absorbierte Energie einen hoheren Energiezustand ein, aus dem es nach einer bestimmten
Szintillationszeit t (ns) in seinen aten Energiezustand zurtick falt. Dabel werden
Szintillationsphotonen emittiert, die von den Photokathoden der Photomultiplier (PMTs)
aufgenommen und in messbaren elektrischen Strom umgewandelt werden.

Physikalische Grenzen der Auflosung. Bei der PET wird der Ort der Annihilation von
Positron und Elektron, nicht aber der Ort der Positronenemission bestimmt. Der Grund hierfir ist
die Positronenreichweite, die von der Elektronendichte des Mediums abhangt und in Wasser,
dem Hauptbestandteil biologischen Gewebes, 1 bis2 mm betrégt. Durch die thermische Energie
und den Impuls der Tellchen kann Uberdies der Emissionswinkel ? der Photonen von 180°
abweichen (2?-Non-Kollinearitét). Die Abweichungen folgen einer Gauss-Verteilung mit einer
Habwertsbreite (, full width at half maximum*, FWHM) von etwa0.5°. DaFWHM » ??x D/4 =
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0.0022 x D (D, Durchmesser des Dektorrings), ergibt sich bei einem ??von 0.5° ein Beitrag zur
Ortsaufl6sung von 2.2 mm FWHM pro Meter Detektorabstand.
Auswirkung  von Performance.  Der

Schwachungskoeffizient p (cm™) ist ein MaR fir die beim Eintritt in den Kristall durch

Sintillatoreigenschaften auf  die

Absorption und Streuung verursachte Schwéachung. Der Schwachungskoeffizient wird durchdie
Dichte ? des Kristalls und die effektive Kernladungszahl Z« bestimmt (Tab. 1). Fur eine hohe
intrinsische Effizienz sollte Szintillatormaterial mit moglichst grofden ? und Zg; verwendet
werden, damit zunehmendem 1 die Photonen weniger tief in den Kristall eindringen; hierdurch
wird die Wahrscheinlichkeit, dass schrag eintreffende Photonen in den angrenzenden Kristall
penetrieren, verringert und die Verschlechterung der Ortsaufl6sung durch fal sche Zuordnungen
(,, paralax error) minimiert..

Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Kristallgeometrie: werden Kristalle mit grof3en
radialen Langen verwendet, erhdht sich die Sensitivitat, wahrend eine bessere Ortsauflésung
durch eine Verkleinerung der Querschnittsfl&chen erreicht werden kann. Um bei moglichst hoher
Aufldsung eine hinreichende Sensitivitét zu gewahrleisten, sollten dieradialen Langen - bei den
zumeist verwendeten Wismutgermanat(BGO)-Kristallen - 30 mm nicht unterschreiten. Treffen
die Photonen senkrecht auf die Vorderflache des Kristals, so ist seine radiale Lange ohne
Bedeutung fir die rdumliche Zuordnung der Photoneninteraktion. Am Rand des Messfeldes
(,field of view*, FOV) treten die Photonen im Allgemeinen nicht mehr durch die Vorderflache,
sondern durch die Seitenflachen in die Kristalle ein; ausder nicht bestimmbaren Interaktionstiefe
(,depth of interaction“, DOI) resultiert eine ungenaue Ortsbestimmung und damit eine

Verschlechterung der Bildqualitét.

Tab. 1. Gebrauchliche Szintillationskristalle und ihre physikalischen Eigenschaften

Nal BGO YAP GSO LSO
Zei 51 75 36 58.6 66

2 (g/cm?) 3.67 7.13 5.27 6.71 7.4
Npy, (Photonen/MeV) | 38000 8500 18000 10000 30000
T (ns) 230 300 27 60 40

2 (cm?) 0.390 0.890 0.550 0.698 0.880
Pmax (NM) 410 480 370 440 420

N 1.85 2.15 1.95 1.85 1.82
QE firr Biakaianode |0.207 0.164 0.191 0.191 0.232
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Photonenausbeute Ny, (Photonen/MeV) und Szintillationszeit t (ns) sind weitere wichtige
physikalische Eigenschaften des Szintillators (Tab. 1). Dieintrinsische Energieaufl 6sung eines
Kristallswird durch das Ausmal3 der statistischen Streuung der emittierten Szintill ationsphotonen
determiniert. Dabei nimmt die statistische Streuung mit steigendem Np, mit (Nloh)'”2 ab.
V erschiedene Faktoren beeinflussen die Anzahl der Szintillationsphotonen: hierzu gehdren unter
anderem die Kristallinhomogenitédt und Non-Uniformitét der Kristallluminositét. Um eine hohe
Zahlrate zu gewéhrleisten, solltet moglichst klein sein: eine kurze Szintillationszeit verbessert
die zeitliche Aufldsung, woraus wiederum eine Verkleinerung des Koinzidenzzeitfensters und
eine Reduktion der Rate an zufdlligen Koinzidenzen resultieren. Der Hauptbeitrag zur
Halbwertsbreite der Szintillationszeitschwankungen ?t ergibt sich aus dem Verhdtnis der
Zerfallskonstante des Kristalls ?zur Photonenausbeute Ny, damit ist es moglich, durch den
Einsatz von Kristallen mit moderater Photonenausbeute, aber niedrigen Zerfallskonstanten eine
gute zeitliche Auflésung zu erreichen.

Die Emissionswellenlange ? (nm) des Szintillationslichtes sollte den Response-
Charakteristika von Photodetektor/Photokathode entsprechen. PET-Szintillatoren sollten ihre
maximale Szintillationsintensitédt (?nax) zwischen 380 und 440 nm erreichen (Tab. 1), da die
maximale Sensitivitdt der im Allgemeinen mit Bialkali-Photokathoden ausgestatteten PMTsin
diesem Wellenléngenbereich liegt. Vonder Emissionswellenldnge des Szintillationdichtes hangt
die Photoelektronenausbeute ab; da die Photonenenergie umgekehrt proportional zur
Wellenlange ist (Planck’sches Gesetz), bedingen kirzere Wellenlénge eine grolere
Photoel ektronenausbeute. Idederweise  sollte  jedes durch  den  Dektektor
emittierteSzintillationsphoton von der Photokathode in ein Photoel ektron umgewandelt werden;
in Wirklichlichkeit liegt die Umwandlungswahrscheinlichkeit fir kommerziell erhdtliche PMTs
bei 20 bis 30%. Diese Groéfe wird als Quanteneffizienz (QE) der Photokathode bezeichnet und
asdie emittierte Anzahl von Photoel ektronen pro einfallendes Lichtphoton definiert.

Infolge optischer Brechung zwischen dem Szintillator und dem PMT-(Glas)fenster
kénnen Lichtquantenverluste auftreten; Uberdies konnen die Lichtquanten bel einem
Einfallswinkel gréRer alsder kritische, durch das Snellsche Gesetz definierte Winkel f , =sin™
(ny/ng) in den Szintillator zuriickreflektiert werden, wobel n; und ng die Brechungsindices von
Szintillator und Glasfenster bezeichnen. Dader fir die Glasfenster typische Brechungsindex 1.5

betrégt, reduziert sich die Reflektion bei Szintillatoren mit einem niedrigeren Brechungsindex
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(zum Beispiel Gadoliniumoxyorthosilicat [GSO], n = 1.85 gegeniiber BGO, n = 2.15)

Bel den dedizierten Kleintier-PET-Kameras konnen Scanner auf der Grundlagevon (1)
Kristalldetektoren und PMTs (Tomitani et al., 1985, Brownell et a., 1989, Rouze et al., 1989,
2003, Bloomfield et a., 1995, Derenzo et al., 1987, del Guerra et al., 1998, Watanabe et dl .,
1992, 1997, Lecomteet al., 1994, Cherry et al., 1996, Correiaet a., 1999, Siegel et al., 1999, Ta
et a., 2001,2005, Zhang et a., 2002, Surti et a., 2003, Vagquero et d., 2004), (2)
Kristalldetektoren und Aval anche-Photodioden (APDs; Lecomteet a., 1994, Ziegler et a., 2001)
und (3) Drahtkammertechnik (Tavernier et a., 1992, Mc Kee et al., 1994, Jeavons et al., 1999,
Missimer et al., 2004) unterschieden werden (s. Tab. | im Anhang).

Zurzeit existieren weltweit 26 dedizierte Kleintier-PET-Systeme, die entweder
kommerziell verfugbar sind oder in einzelnen Forschungsinstituten fur die Untersuchung
spezifischer Fragestellung entwickelt wurden. Zu den ersteren gehtren verschiedene
Generationen des MicroPETs (Concorde Microsystems Inc., Knoxville, USA) sowie das
MOSAIC-PET (Philips, Eindhoven, Niederlande) auf der Basisvon Szintillationskristallen und
das quad-HIDAC (Oxford Positron Systems, Oxford, UK) mit Drahtkammerdesign. Das Y AP-
(S)PET ist ein kristall-basierter Hybridscanner und wird von |.S.E. Ingegneria die Sistemi
Elettronici s.r.l. (Vecchiano, Italien) vertrieben. MicroPET®Focusry 120 und —220 sowie quad-
HIDAC sind durch eine Gberragende A uflésung gekennzeichnet, wahrend das Y AP-(S)PET bei
deutlich unterlegener Auflésung den Vortell hat, dass es die simultane Durchfiihrung von PET-
und SPECT-Untersuchungen an demselben Tier erlaubt.

Fir die Kameras auf der Grundlage von Szintillationskristallen und PMTs wird eine
Auflésung um 2 mm FWHM bei einer maximalen Sensitivitét von » 20 cps/kBq (Punktquelle)
beziehungsweise > 500 cpgkBg/ml (Zylinderphantom) beschrieben. Die Kopplung von
Szintillationskristallen an APDs ermoglicht ebenfalls eine Auflésung von bis zu 2 mm; die
Senditivitét der entsprechenden Kamerasist jedoch bis zu einem Faktor 4 niedriger. Fir Kameras
mit Drahtkammertechnik wird eine AuflGsung von biszu 1 mm bei einer Sensitivitét biszu 1500
cps/kBg/ml beschrieben (s. Tabelle | im Anhang).

Dabel ist jedoch ein direkter Vergleich der Performance der einzelnen Systeme nur
eingeschrankt moglich, da die Konfigurationen der Kameras stark voneinander abweichen: so
stehen Kameras mit einem oder mehreren Detektorringen neben Kameras mit zwei oder vier

stationdren oder rotierenden Detektoren, Kameras mit zirkul &ren neben Kameras mit polygonalen
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Detektorringanordnungen, Kameras auf Kristalldetektorbasis neben Kameras mit
Drahtkammertechnol ogie und Kameras mit PM T- neben Kameras mit Photodiodenausl esung.
Zudem existieren bis dato keine verbindlichen Standards fir die Bestimmung der
Leistungscharakteristika von Kleintiertomographen; Auflosung und Sensitivitét werden
infolgedessen von den einzelnen Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen Phantomen und unter
Zugrundel egung unterschiedlicher Energieschwellen gemessen. Hinzu kommt, dasssich auch die
gemessenen Parameter unterscheiden kdnnen: so geht aus Tab. | im Anhang hervor, dassin den
einzelnen Publikationen, die die Evaluierung der Kameras zum Gegenstand haben, die
Sensitivitdten als Funktion der Radioaktivitét (in cps/kBqg) oder as Funktion der
Radioaktivitétskonzentration (in cps/kBg/ml) mitgeteilt werden. Dabel zeigt die Untersuchung
von Rouze und Hutchins zum IndyPET-Il, wie sich die gemessenen Sensitivitéten in
Abhangigkeit von den Messverfahren unterscheiden konnen (Rouze & Hutchins, 2003): die
Bestimmung der Sensitivitdt nach den Standards der National Electrical Manufactures
Association (NEMA-2001; Rosslyn, USA) erfolgte mit einer radioaktivitatsgefillten
Linienquelle, die von bis zu funf konzentrischen Metallréhren umgeben war und ergab eine
Sensitivitét von 9030 cps/MBq (s. Tab. | im Anhang) im zentralen FOV. Die Bestimmung der
Sensitivitdt nach NEMA-1994 wurde hingegen mit einem Standardtestphantom (4, 20 cm)
durchgefiihrt und ergab einen Wert von 23.0 cps/MBg/ml. Hinzu kam die Ermittlung der
Zahlraten-Performance nach NEMA-2001, die eine ,,wahre Koinzidenz*-Sensitivitét von 9.1
keps/kBg/ml ergab. Ahnlich umfassend war die Evaluierung des A-/MOSAIC-PETs(Surti etal.,
2003, www.medical.philips.com): die Sensitivitét dieser Kamerawurde zum einen a's,, absol ute”
Sensitivitdt mit einer Punktquelle im zentralen FOV (1.4%) und unter ,, NEMA-8hnlichen®
Bedingungen mit einer Linienquelle bestimmt, die von bis zu finf konzentrischen Metallr6hren
umgeben war (6 cps/kBq, s. Tab. | im Anhang). Dem folgte eine Untersuchung der Zahlraten-
Performance mit zylinderformigen Mause- und Rattenphantomen, die bei Durchmessern von 30
beziehungsweise 51 mm ,wahre Koinzidenz*-Sensitivitédten von 539 und 1800 cps/kBg/ml
ergaben. Lediglich in den Veroffentlichungen von Lecomte sowie Bloomfield und Mitarbeitern
wurden Messungen der Sensitivitédt und Zahlraten-Performance in &hnlichem Umfang mitgeteilt
(Lecomte et al., 1994, Bloomfield et a., 1995). Da die Autoren auch nicht in alen Féllen
relevante Parameter wie die Art der verwendeten Quelle, die eingefillte Radioaktivitdismenge

oder der zugrunde gelegte Schwellenwert angegeben werden, erlauben die mitgeteilten Werte
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lediglich, die Grolenordnung der Sensitivitét abzuschétzen. Dies ist unbefriedigend und
unterstreicht die Forderung nach der Einfiihrung verbindlicher Standardsfir die Bestimmung der
Performance-Charakteristika

Verbesserungen der Kleintier-Bildgebung mit PET zielen gegenwértig auf die
Entwicklung neuartiger Kameras, wie etwader RatCAP-Scanner (Shokouhi et al., 2003), der die
Bildgebung am Gehirn wacher, frei beweglicher Tier ermdglichen soll. Uberdies werden
Halbleiterdetektoren - etwa aus Germanium - entwickelt, die elektronisch segmentiert werden
koénnen und damit eineim Vergleich zu Kristalldetektoren feinere Pixellierung aufwei sen (Phlips
et a., 2002). Zudem kann der Zeitunterschied zwischen dem Eintreffen eines Photons auf der
Unterseite und der Oberseite des Detektors gemessen werden, was eine noch exaktere

Bestimmung der DOI ermdglicht.

1.2.1.3. Grundlagen der SPECT

Sgnaldetektion. SPECT-Kameras detektieren ebenfalls Gammaquanten, die beim
radioaktiven Zerfall emittiert werden. Im Gegensatz zum monoenergeti schen Photonenpaar, das
bei der Positronannihilierung entsteht, kann die Strahlung der SPECT-Nuklide Energiespektren
mit multiplen Peaks aufweisen. Uberdies unterliegt die Detektion keiner K oinzidenzbedingung.
Dieraumliche Aufldsung mittels Kollimation durch Bleiplatten, in die Matrizen kleiner Locher
gebohrt sind. Mit niedrig-energetischen hoch (,,low-energy high-resolution*, LEHR) und ultra-
hoch aufl6senden (,,|low-energy ultra-high-resolution®, LEUHR) Kollimatoren liegt dier&umliche
Auflésung bei planaren und tomographischen Aufnahmen mit konventionellen klinischen
Scannern in der GrofRenordnung von 4 bis 8 beziehungsweise 6 bis 10 mm (FWHM).

Kollimation. Fir die molekulare Kleintierbildgebung wurden im Laufe des letzten
Jahrzehnts zahlreiche dedizierte SPECT-Kamerasentwickelt (Kleinet al., 1995, VadaOchoaet
a., 1997, Del Guera et a., 2000, Kastis et a., 2000, MacDonald et a., 2001,
www.gammamedicacom, Taylor et a., 2004). Fir die Detektion werden dabel
Szintillationskristalle oder Halbleiterdetektorern eingesetzt; die raumliche Auflosung erfolgt
mittels Pinhole- oder Parallellochkollimatoren (s. Tab. I im Anhang).

Bei der Pinhole-Kollimation wird en vergrolRertes Bild des Objektes auf die
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Detektoroberflache projiziert, wobel die Vergroferung mit zunehmendem Abstand zwischen
Pinhole und Detektoroberflache und abnehmendem Abstand zwischen Objekt und Pinhole
zunimmt. Die r@umliche Auflosung R im rekonstruierten Bild ist besser als die intrinsische

Aufldsung des Detektors und folgt der Formel
X f+x
R={(IR™ +(— )d "

wobel f diefokale Lange desKollimators, x die Entfernung zwischen Objekt und Pinhole, R; die
intrinsische Detektoraufl 6sung und d. den effektiven Pinhole-Durchmesser mit

2

d, =[d(d + = tan 2 )2
m 2

bezeichnet. Dabel ist d der Pinhole-Durchmesser, m der Schwéachungskoeffizient des
Kollimatormaterials und a der Akkzeptanzwinkel der Apertur.

Die geometrische Sensitivitét S des Pinhole-SPECTs wird im Wesentlichen durch das
Verhéltnis von Pinhole-Durchmesser zum Abstand zwischen A pertur und Objekt bestimmt und
nimmt zu, wenn das Pinhol e vergréf3ert und/ oder néher an das abzubildende Objekt bewegt wird.
Sie ergibt sich aus der Formel
wobel g den durch den Gammaguanten und die zentral e A chse aufgespannten Emissionswinkel
bezeichnet. Sind x, f und R; bekannt, kann d variiert werden, um eine bestimmte Aufldsung R zu
erreichen. Mithin kann einerseits die Auflosung zu Lasten der Sensitivitét durch den Einsatz
maoglichst kleiner und andererseits die Sensitivitét zu Lasten der Auflésung durch den Einsatz
moglichst grof¥er Pinholes maximiert werden. Dabel ist jedoch innerhalb gewisser Grenzen, die
sich aus der maxima maoglichen Dauer der Anéasthesie und den Erfordernissen des Tracer-
Prinzips ergeben, eine Kompensation niedriger Sensitivitéten durch langere Messzeiten und
Applikation hoherer Radioaktivitétsdosen moglich. Grundséizlich ist Pinhole-Kollimation
gunstig fur Untersuchungen an kleinen Objekten, die sowohl eine hohe Aufldsung, alsauch eine
hohe Sensitivitét erfordern.

Ein Sonderfal der Pinhole-Methode ist die Verwendung von mehreren an Stelle eines
einzelnen Pinholes pro Detektor (Meikleet al., 2001, 2003, Schramm et & ., 2003, Wirwar et al .,
2003). Bei dieser sogenannten Multipinhole-Technik wird das ganze Objekt durch jedes Pinhole
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auf einen Tell des Detektors abgebildet. Um die Abdeckung des gesamten FOV's zu erreichen,
sind die Pinhole-Achsenin axialer und transaxialer Richtung geneigt. Ein Vorteil dieser Technik
ist, dass die Detektorflache besser genutzt wird, was zu einer betréchtlichen Steigerung der
Sengitivitét fuhrt.

Bei der Parallellochkollimation verschlechtert sich die Auflésung mit zunehmendem

Abstand zwischen Objekt und Kollimator mit
Ry =[R*+R, 1"

wobei Ry die geometrische Aufldsung mit

_d(a, +b+c)

Rg =_+¢€ = 7

a,

bezeichnet. Dabei ist b die Entfernung zwischen Objekt und Kollimator, ¢ die Entfernung vom

Ende des Kollimators bis zur Mitte des Szintillationskristalls und d der Lochdurchmesser. Die

effektive Lochlange a errechnet sich aus der physikalischen Lochlange a und dem

Schwachungskoeffizienten 1 nach

_a-?2
m

a

e

Die Sengitivitét bleibt bei zunehmender Entfernung anndhernd konstant mit

_; Gd 2 2
P e (d+y)
wobel y die Septendicke und G einen Faktor bezeichnet, der sich aus der geometrischen Form der
Kollimatorlécher ergibt. Infolgedessen ist Parallellochkollimation insbesondere dann von Vortell,
wenn fir eine bestimmte Untersuchung el ne hohe Ortsaufl Gsung nicht zwingend erforderlichist.
Ein Beispiel hierfir ist die Untersuchung der DAT- oder Dopamin Dy-Rezeptorbindung im
Striatum der Ratte (Wirrwar et al., 2005a).

Zurzeit existieren weltweit etwa 20 SPECT-Systeme, diefur die Bildgebung an Kleintieren
eingesetzt werden kénnen. Dabei kann grundsétzlich zwischen Kameras auf der Grundlage von
(1) Kristalldetektoren und Auslesung durch PMTs (Klein et al., 1995, VadaOchoaet al., 1997,
Del Guerraetal., 2000, MacDonald et al ., 2001, www.gammamedi ca.com, www.bioscan.com),
(2) Kristalldetektoren und Auslesung durch ,, charge-coupled devices* (CCDs, Taylor et ., 2004)
und (3) Halbleiterdetektoren und Auslesung tiber sogenannte,, anwendungsspezifischeintegrierte

Schaltkreise” (ASICs; Kastis et al., 2000) unterschieden werden (s. Tab. |1 im Anhang).

62



Neun Tomographen wurden speziell fir die Kleintierbildgebung entwickelt (Klein et al.,
1995, Valda Ochoaet a., 1997, Del Guerraet a., 2000, Kastis et al., 2000, MacDonald et a..,
2001, Taylor et a., 2004, www.gammamedica.com, www.bioscan.com). Von diesen Systemen
sind derzeit A-/X-SPECT (FLEX™: GammaMaedicalnc., Northridge, USA), Y AP-(S)PET (ISE,
Vecchiano, Italien) und NanoSPECT (Bioscan Inc, Washington, USA) kommerziell erhdltlich.
Die Ubrigen SPECT-Systeme sind konventionelle, klinische Scanner, die mit Pinhole- (Strand et
al., 1993, Jaczak et al., 1994, Ishizu et al., 1995, Yukihiro et al., 1996, Ogawaet a., 1998, Y okoi
& Kishi, 1998, Acton et a., 2002, Scherfler et al., 2002; s. Tab. Ill im Anhang) oder
Multipinhole-K ollimatoren (Schramm et al., 2003, Wirrwar et a., 2003; s. Tab. |11 im Anhang)
fir die Untersuchung kleiner Labortiere aufgertstet wurden. Dabei ist die Multipinhol etechnik
fur klinische Systeme nach Schramm und Mitarbeitern unter dem Produktnamen HiSPECT
(Scivis GmbH, Gottingen und Bioscan, Inc., Washington USA) kommerziell verflgbar. Einige
mit Pinhole-K ollimatoren aufgertstete klinische Scanner verfligen tber zusétzliche mechanische
Vorrichtungen zur optimierten Bildgebung bei Ratten und Mausen (Wu et al., 1999, Habraken et
a., 2001, Sohlberg et a., 2004, Zeniya et a., 2004) und wurden aus diesem Grund in der
Ubersicht im Anhang unter die dedizierten Kleintier-SPECT-Systeme aufgenommen.

X-SPECT und NanoSPECT haben den Vorteil, dass sie die Koregistrierung von
funktionellen und morphologischen Bildern erlauben. NanoSPECT beruht auf der
Multipinhol etechnik, wahrend beim X-SPECT wahlwei se Pinhole- oder Parallel ochkollimatoren
eingesetzt werden konnen. Das Y AP-(S)PET hat —wie bereitsin Kapitel 1.2.1.2 erwéghnt - den
besonderen Vortell, dass es die (gleichzeitige) Durchfihrung von SPECT- und PET-
Untersuchungen gestattet, wahrend der Vorteil von HiSPECT darin besteht, dass sich alle
gangigen klinischen Gammakameras mit dieser Technik fir SPECT-Untersuchungen an
Kleintieren aber auch fir hochaufl 6sende Darstellungen menschlicher Organe und Extremitdten —
etwader Hande bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (Hoppin et a., 2005) - aufriisten lassen.

Kameras mit Parallellochkollimatoren erreichen eine rekonstruierte tomographische
Ortsauflésung zwischen 1 und 3.5 mm FWHM und Sensitivitdten zwischen 20 und 100
cps/MBq, wahrend dedizierte Kleintier-SPECT- Systeme (s. Tab. Il im Anhang) auf Single-
Pinhole-Basis ebenfalls OrtsauflGsungen um 1 mm, jedoch Sensitivitéten bis zu 800 cps/MB(q
erreichen. Die Aufristung klinischer Kameras (™ 8 mm FWHM) mit Pinhole-Kollimatoren fihrt

Zu einer Verbesserung der Ortsaufl6sung um nahezu eine Grof3enordnung. Fur Single-Pinhole-
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Kollimation liegt die rekonstruierte rdumliche Auflésung in Abhangigkeit von der Grol3e des
Pinholes zwischen 0.8 (L ochdurchmesser: 0.5 mm) und 3.7 mm FWHM (Lochdurchmesser: 3
mm). Die Senditivitdt erreicht bei einem Lochdurchmesser von 0.5 mm und einem
Rotationsradius von 30 mm 130 cpMBQ. Von drei Arbeitsgruppen wurde statt der
Punktsensitivitét die volumentrische Sensitivitét bestimmt; diese wurde fir den gleichen
L ochdurchmesser und bei gleichem Rotationsradius mit 340 cps/M Bg/ml angegeben (s. Tab. 111
im Anhang). Bei Multipinhole-Kollimation wird unter Verwendung einer 7-Loch-Apertur
(Lochdurchmesser: 1 mm) eine Ortsauflésung von bis zu 0.9 mm FWHM erreicht (Wirrwar et
a., 2003). Der Einsatz von Multipinhole-Kollimatoren erhoht die Sensitivitét gegentiber der
Single-Pinhole-Technik um eine GrofRenordnung.

Fur die Vergleichbarkeit der einzelnen Systemegilt Ahnlicheswiefir die PET. Auch hier
weichen die Konfigurationen der SPECT-Kameras stark voneinander ab: so stehen nicht nur
dedizierte neben aufgerlsteten konventionellen Scannern, sondern auch Scanner mit
Detektorringen neben Scannern mit ein oder zwei stationdren oder rotierenden Detektoren, und
Scanner mit einzelnen neben Scannern mit mehreren Single-Pinhole- oder Multpinhole-
Kollimatoren. Auflésung und Sensitivitdt wurden auch hier von den einzelnen Arbeitsgruppen
mit unterschiedlichen Phantomen, mit Pinholes unterschiedlicher Durchmesser und in
unterschiedlichen Absténden zwischen Objekt und Kollimator- bzw. Detektoroberflache
gemessen. Insgesamt unterstreicht die mangelnde Vergleichbarkeit der Performance-
Charakteristikabei Kleintier-PET wie—SPECT die Forderung nach der Einfihrung verbindlicher
Standards.

Verbesserungen der Pinhole-/Multipinhole-Methode zielen bel den einzelnen
Arbeitsgruppen gegenwartig auf die Aufristung weiterer Detektorkopfe mit Pinhole-
Kollimatoren, wiesievon Acton (Acton et al., 2002a,b) oder Ishizu und Mitarbeitern (I1shizu et
a., 1995) bereits fur die Dreikopf-Prism 3000XP und fur die Vierkopf-Hitachi 2000H
vorgenommen wurde. Eine weitere Bestrebung geht dahin, Multipinhole-Aperturen fur
bestimmte Anwendungen durch die Erhéhung der Anzahl der L 6cher und durch deren besondere
Anordnung zu optimieren (Meikleet al., 2001, 2002, Schrammm et al ., 2003); so ermdglichen
weitere L 6cher infolge der hdheren Sensitivitét entweder eine schnellere Datenakquisition oder
die Applikation kleinerer Radioaktivitétsmengen bei gleichbleibender Bildqualitét. Durch

spezifische Lochanordnungen kann tberdies die Ausnutzung der Detektoroberfléche fur die
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Vergrofderung des abgebil deten Objektes verbessert werden. Zudem kann durch die Anordnung
der Locher und durch deren Ausrichtung der besonderen Geometrie eines Objektes Rechnung
getragen werden. Die Multipinhole-Technik ist im dbrigen auch die Grundlage des
Trandation(T)-SPECTS, eines Systems, bel dem statt einer Rotation der Kamera oder des
Versuchstieres die blof3e Verschiebung des Objektes innerhalb des FOV's eines oder mehrerer
stationdrer Detektoren vorgesehen ist (Lackas et a., 2005).

Ein weiterer Ansatz besteht in der Entwicklung integrierter multimodaler bildgebender
Systeme. Solche Systemesind A-/X- (Iwataet al., 2001) und NanoSPECT (www.bioscan.com).
Weiterhin wurde im Jefferson Lab ein Kleintier-SPECT-CT entwickelt, das aus drei
rotierfahigen Detektorkdpfen besteht (Weisenberger et a., 2003); zwel davon sind
Gammakameramodule, diefiir die Bildgebung mit *2°I-markierten Radiotracern optimiert wurden
(29 x 29 Csl(TI)-Kristallelemente, ein PS-PMT pro Detektor, LEHR-Parallellochkollimator),
wéhrend der dritte aus einem kleinen, fluoroskopischen Rontgensystem der Firma LIXI Inc.
(Huntley, USA) besteht. Ein weiteres Systeme wurde von der Nuklearmedizinischen Abteilung
der Universitdt von Tucson, Arizona, konzipiert und besteht aus einem Halbleiterdetektor (64 x
64 pixellierte CdZnTe-Kristalle, ASICs-Auslesung, LEHR-Parallellochkollimator) und einer
CCD-basierten Rontgenkamera (Kastis et al., 2004). In Zusammenarbeit zwischen dem
Krebsforschungszentrum Heidelberg und der Thomas Jefferson National Accelerator Facility
(Newport News, USA) wurdeferner ein bildgebendes System entwickelt, dasdie Koregistrierung
von SPECT- und Fluoreszenzbildern erméglicht und auf einer Gamma- (66 x 66 Nal(Tl)-
Kristallelemente, 2 x 2 PS-PMTs, Pinhole-Kollimator) und einer CCD-Kamera basiert

(personliche Mitteilung von Dr. J. Peter). Welitere Informationen zu diesem System sind in Ktirze

verflgbar.
1.2.1.3. Methodische Aspekte der Kleintiertomographie
12131 Untersuchungsgebiete der dedizierten Kleintiertomographie

Einen wichtigen Stellenwert bei der Kleintiertomographie nimmt die Validierung einer

Kamera fir bestimmte Fragestellungen ein. Diese Validierung erfolgt in der Regel zuerst mit
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Phantommessungen, wobel von den im Anhang beschriebenen PET-Kameras Donner600-
Crystal-Tomograph (Derenzo et al., 1987), VUB-PET (Tavernier et al., 1992), ANIPET (Zhang
et a., 2002) sowie die Kamera des Hospital GU Gregorio Maranon (Ortufio et al., 2003,
Vaquero et al., 2004) bislang nicht Uber dieses Stadium hinaus gekommen sind. Mit den Kameras
des National Institute of Radiological Sciences, Chiba-shi (Tomitani et al., 1985), des National
Institute of Health, Bethesda (Siegel et al., 1999), und des Massachusetts General Hospital
(Correia et a., 1999) sowie mit QPET (McKeeet a., 1994), YAP-(S)PET (Dd Guerraet d.,
1998, www.ise-srl.com), IndyPET-I (Rouze et al., 1999) und ClearPET (Ziemons et al., 2004,
www.raytest.de) wurden im Zuge der Systemeval uierung auch bildgebende Untersuchungen an
einem oder mehreren V ersuchstieren durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Darstellung des zerebralen
oder kardialen Glucosemetabolismus mit [**F]FDG bei Maus (Siegel et al., 1999), Ratte (Correia
et a., 1999, www.ise-srl.com, www.raytest.de) und Primat (Watanabe et al., 1997) sowie die
Darstellung des K nochenstoffwechsels mit *F bei Maus (Siegel et al., 1999) und Ratte (McK ee
et a., 1994). Dartberhinaus wurden die Benzodiazepin-Rezeptoren bel der Ratte mit den
Radioliganden [**C] Ethyl-8-fluoro-5,6-dihydro-5-methyl -6-ox0-4H-imidazo[ 1,5a] -[1,4] benzo-
diazepin-3-carboxylat ([**C]R015-1788; Tomitani et a., 1984) und [**C]Flumazenil (www.ise-
srl.com) dargestellt.

Unter den SPECT-Kamerasist das COALA-SPECT (Meikle et a., 2003) bislang nicht
Uber das Stadium der Simulationen und/oder Phantommessungen hinaus gekommen. Mit den
meisten anderen der hier vorgestellten Kamerasysteme wurden Machbarkeitsstudien an
wenigstenseinem Versuchstier durchgefuihrt (Strand et al., 1993, Jaszczak et al., 1994, Ogawaet
al., 1998, Wu et a., 2000, Habraken et a., 2001, Loudos et al., 2003, Schurrat et a., 2003,
Scherer et a., 2004, Zeniya et a., 1994, Wirrwar et al., 2004, Beekman et a., 2005,
www.gammemedi ca.com, www.bioscan.com).

Einen wichtigen Stellenwert bel der Kleintiertomographie nimmt dieinvivo Validierung
neuer Radioliganden fur bestimmte Fragestellungen ein (z. B. TierPET, Bauer et a., 2003,
2005). Auf diesen Aspekt der in vivo Untersuchungen soll in dieser Arbeit nicht ndher
eingegangen werden. Wir Dbetrachten im Folgenden ausschliedlich das Spektrum der
systematischen in vivo Untersuchungen inhaltlich orientierter Fragestellungen, die bis dato mit
neun dedizierten Kleintier-PET- (PCR-I, Hamamatsu SHR-2000, Hamamtsu SHR-7700,
RATPET, Sherbrooke APD-PET, HIDAC, MicroPET/MicroPET ® R4, ATLAS, IndyPET II; s.
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Tab. | im Anhang) und sieben dedizierten oder aufgertsteten Kleintier-SPECT-Kameras
(FASTSPECT, A-SPECT, EK G-getriggertes Pinhole-SPECT, Hochaufl 6sendes Pinhole-SPECT
der Universitét Amsterdam, Prism 3000X P, Hitachi 2000H, Siemens Orbiter ZL C 3700; s. Tab.
I1 und I11 im Anhang) durchgefuhrt wurden.

Schwerpunkte der Kleintier-PET-Studien sind Tumorerkrankungen (Wu et al., 2000,
lyer etal., 2002, Ugur et al., 2002, Lewiset a., 2002, Li et al., 2002, Zheng et al., 2002, 2004a,b,
Oyamaet a., 2002, 2004, Pam et a., 2003, Chen et al., 20044, b, ¢, Zanzonico et a., 2004),
Knochenl&sionen (Berger et d., 2002), die Glykogenspei cherkrankheit vom Typ | (Zingoneet al.,
2002) sowie Erkrankungen des kardiovaskularen Systems (Ouchi et al., 1996, 1998, Brownell et
al., 1999, Choi et al., 1997, Yamamoto et al., 2000, Kudo et al., 2002, Johnstrom et a., 2002,
Croteau et a., 2003, Inubushi et a., 2004). Hinzu kommt die Untersuchung von
Reportergenexpression (Gambhir et al., 1998, lyer et a., 2001, Liang et al., 2002, Wu et a.,
2002, Inubushi et al., 2003, Dubey et al., 2003, Yang et a., 2003, Ray et al., 2003, Mayer-
Kuckuk et a., 2003, Luker et a., 2003, Rogerset a., 2003, Sundaresan et al., 2004, Chen et al.,
2004) und genetischen Knock-out-Modellen (Thanos et al., 2002). Zahlreich sind weiterhin
Untersuchungen des Glucosestoffwechsel s, der Durchblutung und des DA ergen, cholinergen und
5-HTergen Systems bei der Modellierung unterschiedlicher Aspekte von Verstarkung, Lernen
und Gedéachtnis (Ouchi et a., 1996a,b, 1998,1999, Tsukadaet al., 1996, Unterwald et al., 1997,
Maggos et a., 1998), Morbus Parkinson (Opacka-Juffry et al., 1995, 1996, 1998, Hume et al.,
1996, Chen et a., 1997, 1999, Brownell et al., 1998, Sullivan et a., 1998, Rubinset al., 1999,
Nguyen et a., 2000, Cicchetti et al., 2002, Bjorklund et al., 2002, Ingi et a., 2005), Morbus
Huntington (Humeet a., 1996, Fricker et al., 1997, Araujo et al., 2000, Ishiwataet al., 2002a,b),
Depression (Hirani et al., 2000, 2003, Hume et a., 2001), ADHS (Schiffer et al., 2006), Manie
(LeMasurier et al., 2004), Epilepsie (Kornblum et al., 2000), Gehirntrauma (M oore et al., 2000,
Mir et al., 2004) sowie Seneszenz und Morbus Alzheimer (Hayashi et a., 1999, Ogawaet a.,
2000, Suzuki et a., 2001, Umegaki et a., 2002, Kawamura et al., 2002).

Mit dedizierten Klentier-SPECT-Kameras erfolgte bislang die systematische
Untersuchung von Tumoren (Liu et a., 2004a, Marsee et al., 2004, Mandl et al., 2004, Oh et al.,
2004), Myokardperfusion und Myokardglucosemetabolismus (Liu et a., 2002, 2004b, Wu et dl.,
2003) bei Ratte und Maus. Mit aufgertsteten klinischen Scannern wurde neben der Gréf3e von
Infarktarealen (Hirai et al., 2000) auch der Fettsduremetabolismus (Hiral et a., 2001, Chenetal.,
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2001) sowie die Angiogenese und die ventrikuléare Funktion (Iwakura et al., 2003) bei
Ratteninfarkt- und transienten | schamiemodel len untersucht. Hinzu kommt die DAT- (Acton et
a., 20023, Scherfler et a., 2002, Sgji et al., 2003) und D,-Rezeptorbindung (Acton et al., 2002b,
Sqji et al., 2003, Scherfler et al., 2005; Sohlberg et a., 2005) bel Ratte, Maus und nicht-humanen
Primaten.

Im Mittel punkt der meisten PET- (Torreset a., 1995, Opacka-Juffry et al., 1995, 1996,
1998, Hume et al., 1996, Tsukada et al., 1996, Ogawa et a., 1996, 2000, Fricker et al., 1997,
Unterwald et a., 1997, Chen et al., 1997, 1999, Maggos et al., 1998, Katsumi et al., 1999,
Brownell et al., 1998, Sullivan et a., 1998, Nguyen et al., 2000, Araujo et a., 2000, Suzuki et al.,
2001, Cicchetti et al., 2002, Bjorklund et al., 2002, Ishiwataet al., 2002a,b, Umegaki et al ., 2002,
Kawamura et a., 2003, Le Masurier et a., 2004, Ingji et al., 2005, Schiffer et a., 2006) und
SPECT-Untersuchungen (Booij et al., 2002, Scherfler et al., 2002, 2005, Sohlberg et al., 2005)
mit dedizierten oder aufgerUsteten Tomographen stehen Untersuchungen der DA -Rezeptor- und
DAT-Bindung im Neostriatum der Ratte. Diese sollen im Folgenden eingehend betrachtet
werden. Dabel unterliegt diein vivo Messung von Rezeptor- oder Transporterbindung in kleinen
Regioen einer Vielzahl von methodischen Beschrankungen, die zuvor im Einzelnen diskutiert

werden.

1.2.1.3.2. Radiotracer-Verfugbarkeit und Performance-Charakteristika der Kamera

Ein wichtiger Faktor fur die Durchfuhrbarkeit einer in vivo Studiemit Kleintier-PET ist
die Verfligbarkeit des Radiotracers. So muss die Radiomarkierung der Spiirsubstanz mit einem
positronenemittierenden Isotop moéglich sein. Da PET-Radionuklide kurzlebig sind - die
Halbwertszeiten der am haufigsten verwendeten Nuklide *C und *®F betragen 20.3
beziehungsweise 109.7 Minuten - muss tUberdies ein Zyklotron vorhanden sein. Dieses Problem
existiert bel SPECT-Untersuchungen nicht, da SPECT-Radionuklide langlebiger sind: so haben
die am haufigsten verwendeten Radionuklide *™Tc und **| Halbwertszeiten von 6
beziehungswel se 13.2 Stunden. Infol gedessen miissen die Radiotracer nicht unmittelbar vor Ort
synthetisiert werden, sondern werden entweder - wie '®|-markierte Rezeptor- oder
Transporterliganden - von radiopharmazeutischen Firmen angeliefert oder konnen - wie *™Tc-
markierte Substanzen - auf einfache Weise selbst hergestellt werden, indem ein handel stibliches

Kit - etwa Diphosphonat oder Tetrofosmin - mit dem Generatornuklid *™Tc zur Reaktion
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gebracht werden.

Von grundlegender Bedeutung sind ferner die Performance-Charakteristika der zur
Verfigung stehenden Kamera. Bel den Kleintier-PETs der ersten Generation mit einer
rekonstruierten raumlichen Auflésung zwischen 2 und 4.5 mm (s. Tab. | im Anhang) muss sich
die Untersuchung auf Ratten beschranken, da die Organe der Maus zu klein sind, um die
Akquisition hinreichend hoher Zahlraten zu gewdahrleisten. Mithin stehen bei Geraten wie dem
RATPET (Bloomfield et a., 1995) oder dem Hamamatsu SHR2000 (Watanabe et al., 1995)
hinreichend grof3e und hinreichend stark akkumulierende Strukturen wie das Striatum der Ratte
im Mittel punkt der Aufmerksamkeit (z. B. Humeet al., 1996, Tsukadaet al., 2006), wahrend mit
Kameraswie dem MicroPET (Cherry et a., 1996) oder dem dual-/quad-HIDAC (Jeavonset d.,
1999) die dynamische Untersuchung kleinvolumigerer Zielregionen (z. B. Hippokampus,
Myokard, kleine Lasionen) bel Ratten und sogar Mausen moglichist (z. B. Moore et a., 2002,
Inubushi et al., 2004, Chen et al., 2004b).

Ahnliches gilt fir SPECT: die mit LEHR- oder LEUHR-Kollimatoren ausgestatteten
dedizierten Kleintiertomographen auf Kristalldetektorbasis wiedas Y AP(S)PET (Del Guerraet
al., 2004) sind hinsichtlich ihrer Auflésung und ihrer Sengitivitdt begrenzt; wie erste
Machbarkeitsstudien zeigten, schrankt diesauch hier den Anwendungsbereich auf Rattenstriatum
und Rattenherz (Di Domenico et al., 2001) ein. Die Aufristung sowohl dedizierter Kleintier- als
auch konventioneller klinischer SPECT-Kameras mit Pinhole-Kollimatoren fuhrt zu einer
Verbesserung der Ortsaufldsung; infolgedessen kénnen mit dieser Technik Strukturen von der
Grof3e eines Mausestriatums (Acton et al., 2002a,b) oder Mauseherzens (Wu et al., 2003)
aufgel 6st werden; ebenso wird die Untersuchung muriner Tumormodellemoglich (Marseeet dl.,
2004, Mandl et al., 2004). Durch den Einsatz von Multi pinhole-K ol limatoren kénnen Aufl 6sung
wie Sensitivitét weiterhin gesteigert werden: erste Studien an Ratten und M ausen haben gezeigt,
dassdurch Aufsatz einer 7-Loch-Apertur auf einen Detektorkopf hochaufgel 6ste Darstellungen
von Tumoren, Knochenstoffwechsel und Myokardperfusion bel Ratten wie Mausen moglich sind
(Schurrat et al., 2003, Wirrwar et al., 2004, Scherer et a., 2005).

Dynamische Aufnahmen im strengen Sinne kdnnen mit den wenigsten SPECT-Systemen
durchgeftihrt werden. Ausnahmen sind Kameraswie FASTSPECT und YAP-(S)PET, die Uber
ringférmig angeordnete Detektoren beziehungsweise PET-Technologie verfigen und

mehrkopfige klinische Scanner, bei denen die gleichzeitige Aufnahme mehrerer Projektionen
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moglichist. Ist die Sensitivitét der Kamerasysteme hoch, und erlaubt die Mechanik entweder die
schnelle Rotation des Tieres oder des Detektorkopfes, konnen mit verhdltnismaldig kurzen
Messzeiten (» 20 sec) pro Projektion quasi-dynamische Messungen durchgefihrt werden. In
Abhangigkeit von der Kinetik des verwendeten Tracers kann diese ,, Dynamik® bei bestimmten
Fragestellungen fur die grobe Erfassung derselben ausreichend sein. Einen Fortschritt bedeutet
auch hier moglicherweise die Multipinhole-Technik: wird eine Dreikopfkamera mit drei
fokussierenden 12- bis 15-L och-Kollimatoren aufgertstet, liefert bereits eine Gantry-Position
geniigend Winkelinformation fir eine kompl ette tomographi sche Rekonstruktion, so dass unter
diesen Umstanden auf eine zeitraubende Rotation der Detektoren verzichtet werden kann. Ein
solcher Ansatz wird derzeit von Wirrwar und Mitarbeitern zur Durchfihrung von dynamischen
SPECT-Studien am Rattenhirn evaluiert.

Die Sengitivitét eines Kamerasystems steht in engem Zusammenhang mit der spezifischen
Aktivitdt der radiomarkierten Substanz. Zum Zeitpunkt der Applikation liegt die spezifische
Aktivitét bei PET-Radioliganden in einer Gréfenordnung von 100 MBg/nmol (Hume et al.,
1998). Ist die Sengitivitéat einer Kamera niedrig, missen hohe Radioaktivitatsdosen appliziert
werden, um eine fur die Rekonstruktion kleiner Volumina hinreichende Zahistatistik zu
erreichen. Hohe Radioaktivitdtsdosen sind jedoch gewdhnlich mit grofen Mengen nicht-
markierter Substanz assoziiert. Dies verletzt das , Tracer-Prinzip“, ein Begriff, der die
Voraussetzung fur die Durchfthrung von in vivo Studien bezeichnet, nach der die Menge des
injizierten Radiopharmazeutikums so niedrig bemessen sein sollte, dasskeinerlel Stérungen des
zu messenden biologischen Systems induziert werden konnen. Folglich muss der Scanner bel
Verwendung eines Radiotracers mit niedriger spezifischer Aktivitét eine hinreichend hohe
Sensitivitdt aufweisen, dain diesem Falle die Verabreichung niedrigerer Radioaktivitatsdosen
maoglichist. Bei SPECT-Tracernist die spezifische Aktivitét in der Regel wesentlich hoher. Sie
Ubersteigt bei mit **|-markierten Radioliganden [**31]1BZM und [**I]FP-CIT 74 TBg/mmol
beziehungsweise 25 GBg/mmol.
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1.2.1.3.3. Partialvolumen und Spill-over

Der Partialvolumeneffekt ist ein nicht-lineares Artefakt, das zu einer Unterschétzung der
Radioaktivitétskonzentrationen fuhrt, falls die Objektgroiie die zweifache FWHM der Kamera
unterschreitet. Bei einem von Hume und Mitarbeitern durchgefihrten Vergleich von mit dem
RATPET (s. Tab. | im Anhang) und einem Gammazdhler nach post mortem Dissektion
bestimmten Radioaktivitatskonzentrationen ergaben sich striatozerebellare Quotienten von 2.5
beziehungsweise 9 (Hume et al., 1996). Dabel stimmten die mit PET und Gammazahler
bestimmten zerebelldren Zahlraten Uberein, wahrend die mit PET gemessenen striatalen
Zahlraten die mit dem Gammazéhler ermittelten auf Grund der Kleinheit dieser Region
unterschritten.

Ishiwata und Mitarbeiter untersuchten die Bindungskinetik verschiedener D,-
Rezeptorliganden im Striatum der Ratte mit dem Hamamatsu SHR2000 (s. Tab. | im Anhang);
hierbel betrugen die mit PET ermittelten striatozerebel laren Quotienten die Halfte der nach post
mortem Dissektion im Bohrloch gemessenen Werte (Ishiwata et al., 1999). In einer
nachfolgenden Studie setzten Ishiwata und Mitarbeiter die Radioaktivitdtsakkumulation in
ladiertem und intaktem Striatum zueinander ins Verhdltnis und verglichen die mit PET
erhaltenen Werte mit ex vivo und in vitro Autoradiographien (Ishiwataet a., 2002). Hierbei war
die ex vivo und in vitro bestimmte Adenosin Aza-Rezeptorbindung gegentiber den in vivo
erzielten Ergebnissen um 28 beziehungswei se 53% erniedrigt. Fir D;- und D,-Rezeptorbindung
ergaben sich Reduktionen um 53 beziehungsweise 67 (in vivo vs ex vivo) und 17
beziehungsweise 43% (in vivo vs in vitro). Ahnliche Befunde erbrachten Kawamura und
Mitarbeiter (Kawamura et a., 2003): bei ihrem Vergleich von in vivo mit dem Hamamatsu
SHR2000 und nach post mortem Dissektion im Bohrloch gemessenen striatalen
Radioaktivitétskonzentrationen betrugen die mit PET ermittelten Werte nur 65 bis 75% der post
mortem bestimmten.

Im Rahmen ihrer Bestrebungen zur Implementierung einer Partialvolumenkorrektur
fuhrten Ishiwata und Mitarbeiter eine Studie mit drei Phantomen durch, deren erstes das
Striatum, deren zweites das Zerebellum und deren drittes das von Kortex umgebene Striatum
vorstellen sollte (Ishiwataet a., 2002). Die Recovery in den 25 und 60 mm? grof3en Zielregionen
(,regionsof interest”, ROISs), die auf den Bildern des Striatum- und Kleinhirn-Phantoms definiert
wurden, lag bel 45 beziehungswei se 44 %, wahrend die Recovery in der 25 mm? grof3en ROI des
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Striatum-K ortex-Phantoms deutlich erhdht war. Nach Angabe von Ishiwata und Mitarbeitern
bestand ein weiteres Problem darin, dass die striatokortikalen Quotienten in Abhéngigkeit von
den applizieten Radioliganden (Adenosin Ax: [“'C]-{[7-Methyl-]-(E)-8-(3, 4, 5
trimethoxystyryl)-1,3,7-trimethylxanthin}  (["'C]KF18446)}, Dia: ["C]SCH23390, D:
["'C]Racloprid) variierten und sich zudem zeitabhangig veranderten; aufgrund dieser
Schwierigkeiten  verzichteten sie schliedlich auf die Implementierung einer
Partial volumenkorrektur.

Die Grof3e des Partialvolumeneffektes steht in umgekehrtem Verhaltnis zur Grofie der
Zielregion; Suzuki und Mitarbeiter untersuchten den Einfluss unterschiedlich grofder
Partial volumeneffekte auf die gemessenen Radioaktivitétskonzentrationen, indem siediestriatale
Rezeptorbindung sechs und 24 Monate alter Ratten verglichen (Suzuki et al., 2001). Die Grof3e
des Striatums unterschied sich lediglich geringfligig zwischen den Altersgruppen; mithin variiert
die Recovery bei Tieren unterschiedlichen Alters in nur geringem Ausmal3, wodurch die
Partialvolumeneffekte bei einem Vergleich der Rezeptorbindung Uber verschiedene
Altersgruppen vernachlassigbar werden.

Einweiteres Problem bei der Quantifizierung regionaler Radioaktivitétskonzentrationen
ist eine Uberschitzung derselben durch Spill-over aus angrenzenden Gebieten hoher Tracer-
Akkumulation. Dies betrifft gleichermal3en PET- wie SPECT-Untersuchungen. Insbesondere
fuhrt das Anreicherungsverhalten der retroorbital lokalisierten Harderschen Drisen zu einer
Uberschétzung kortikaler und striataler Radioaktivitatskonzentrationen. Das AusmaR dieses
Einflusses wird dabei kontrovers diskutiert.

Bel Ratten mit und ohne fokale Gehirnischamie verglichen Kuge und Mitarbeiter lokale
Glucosemetabolismusraten (LMRGIc), die mit einem klinischen PET-Scanner (ECAT EXAT
HR/47, Siemens/CTI, Knoxville, USA) und mit einem Gammazahler nach post mortem
Dissektion ermittelt wurden (Kuge et al., 1997). Nach Partialvolumenkorrektur waren die mit
dem PET gemessenen frontokortikal en Radioaktivitétskonzentrationen zweimal so hochwiedie
mit der ex vivo Methode bestimmten; dies galt sowohl fir Ratten mit einem Verschluss der A.
cerebri media als auch fur Kontrolltiere. Wurden bei den ischamischen Ratten die LMRGIc-
Werte von l&dierter und intakter Hemisphéare zueinander insVerhaltnis gesetzt, ergab sich bel der
ex vivo Methode ein signifikant erniedrigter Quotient im frontalen Kortex, sowie in Striatum,

Hippokampus und Substantia nigra. Mit PET waren die Quotienten zwar auch signifikant in
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Striatum, Hippokampus und Substantia nigra, jedoch nicht im frontalen Kortex erniedrigt. Aus
diesem Befund folgerten die Autoren, dass infolge der Radioaktivitétsakkumulation in den
Harderschen Drusen keine Quantifizierung der kortikalen LMRGIc moglich sei. Hierbel muss
jedoch bedacht werden, dass diese Studie mit einem klinischen PET-Scanner durchgefuhrt
wurde, der eine gegentber dedizierten Kleintiertomographen wesentlich erniedrigte
Ortsaufl 6sung aufweist. Fukuyama und Mitarbeiter untersuchten den Einfluss der Harderschen
Drusen auf die LMRGIc-Bestimmung im frontalen Kortex mit dem dedizierten Hamamatsu
SHR2000 (s. Tab. | im Anhang; Fukuyama et a., 1998); die Bestimmung der frontokortikalen
LMRGIc vor und nach Resektion der Harderschen Driisen ergab hierbel eine préoperative
Uberschatzung der Radioaktivitétskonzentration um 6 %. In kaudaler gelegenen Regionen wie
dem Parietalkortex und dem Zerebellum fand sich sich keinerlei Unterschied in den pr& und

postoperativen LMRGIc-Werten.

1.2.1.34. Schwéchung

Die Schwéchung der Gammastrahlen auf ihrem Weg zum Szintillationsdetektor fuhrtin
Abhangigkeit von der Absorption der Gammastrahlen durch das umliegende Gewebe zu einer
Unterschatzung der regionalen Radioaktivitétskonzentrationen. Alexoff und Mitarbeiter
beobachteten dabei in den tieferen Gehirnstrukturen eine absolute Schwéchung um bis zu 20%
(Alexoff et a., 2003).

Die Mehrzahl der mit dem Hamamatsu SHR-2000 und dem PCR-I (s. Tab. | im Anhang)
durchgefthrten Kleintier-PET-Studien fuhrten Schwachungskorrekturen auf der Grundlage von
Transmissionsmessungen durch (Brownell et a., 1989, Chen et al., 1997, Cichetti et al., 2002,
Hayashi et al., 1999, Ishiwata et a., 2002a,b, Katsumi et al., 1999, Kawamura et al., 2002,
Nguyen et al., 2000, Ogawa et a., 2000, Ouchi et a., 1996a,b, 1998, 1999, Suzuki et al., 2001,
Umegaki et a., 2002, Y amamoto et a ., 2000). Das Gleichegilt flr dievon Ingji und Mitarbeitern
durchgefihrte Studie mit dem Hmamatsu SHR-7700 (s. Tab. | im Anhang; Ingji et al., 2005).
Uberdies wurde von Moore und Mitarbeitern in ihrer mit dem MicroPET (s. Tab. | im Anhang)
durchgefiihrten Untersuchung erstmalig eine rechnerische Methode der Schwéachungskorrektur
implementiert (Moore et a., 2000). In keiner der mit dem RATPET und dem dual-HIDAC (s.
Tab. | im Anhang) durchgefuhrten Untersuchungen wurde eine Schwéchungskorrektur
vorgenommen. Auch bei den mit FASTSPECT, A-SPECT, EKG-getriggertem Pinhole-SPECT
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und den Pinhole-SPECTs der Universitaten von Innsbruck, Amsterdem und Kuopio (s. Tab. 11
und Il im Anhang) durchgeftihrten Untersuchungen fehlt jede Schwéchungskorrektur.

Infolge dieser uneinheitlichen Vorgehensweise konnen die in den einzelnen Studien
ermittelten absoluten Radioaktivitétskonzentrationen nicht miteinander verglichen werden.
Andererseitsist die Unterschdtzung der Radioaktivitéatskonzentrationen durch Schwéachung auf
Grund der geringen Dicke der absorbierenden Strukturen - im wesentlichen Muskeln und
Knochen - im Vergleich zum Partialvolumeneffekt vernachlassigbar. So ergab die von Meyers
und Mitarbeitern fir das RATPET (s. Tab. | im Anhang) durchgefiihrte Bestimmung der
Schwachungskorrekturfaktoren die namlichen Werte—namlich eine Schwachung um 16 % - fir
Striatum und Kleinhirn (Meyers et al., 1996).

1.2.1.35. Rekonstruktion

Einige der friheren PET-Systeme (Tomitani et al., 1985, Derenzo et a ., 1987, Brownell
etal., 1989, Watanabeet a., 1992, Lecomteet a., 1994) und die HIDA C-Kamerasder ersten und
zweiten Generation (Jeavonset a., 1999, Missimer et al., 2004) wurden fir die Anwendung im
2D-Moduskonstruiert (s. Tab. | im Anhang). Dieswird —wie oben erwéhnt - durch Kollimierung
der Detektoren mit Blei- oder Wolfram-Zwischensepten erreicht. Sind diese wie beim
Hamamatsu SHR-7700 (Watanabe et a., 1997) einziehbar, ist die Datenakquisition in 2D- wie
auch 3D-Modus mdglich (s. Tab. | im Anhang) . Die meisten neueren PET-Kameras(s. Tab. | im
Anhang) arbeitenim 3D-Modus (Tavernier et al., 1992, Mac Keeet al., 1994, Bloomfield et al.,
1995, Cherry et al., 1996, Weber et a., 1997, Del Guerraet al., 1998, Siegel et a., 1998, Correla
et al., 1999, Rouze et a., 1999, Rouze & Hutchins, 2003, Tai et a., 2001, Ziegler et al., 2001,
Zhang et a., 2002, Seiddl et al., 2003, Surti et a., 2003, Vaguero et a., 2004, Ziemons et al.,
2004).

Die Rekonstruktion erfolgt in 2D oder 3D; verwendet werden gefilterte Rickprojektion
(FBP; Derenzo et al., 1987, Brownell et al., 1989, Tavernier et al., 1992, Watanabe et al., 1992,
1997, McKeeetdl., 1994, Lecomteet a., 1994, Bloomfield et al., 1995, Cherry et a., 1996, Del
Guerraet a., 1998, Correiaet al., 1999, Siegel et al., 1999, Jeavonset a., 1999, Tai et al., 2001,
Zhanget al., 2002, Vaguero et al., 2004, Missimer et al ., 2004) sowieiterative OSEM (Jeavons et
al., 1999, Seidel et a., 2003), Maximum-Likelihood-Expectation-Maximization (MLEM) -
(Ziemons et a., 2004), Row-Action-Maximum-Likelihood (RAMLA)- (Surti et al., 2003),
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Penalized-Weighted-L east-Squares (PWLS)- (Ziegler et a., 2001) und Bayes-Algorithmen
(Rouzeet a., 1999, Rouze & Hutchins, 2003; s. Tab. | im Anhang).

Bei den mit dedizierten Kleintier-SPECTs durchgefihrten Untersuchungen erfolgt die
Rekonstruktion mit FBP (Wu et a., 1999, Habraken et a., 2001), OSEM-
(www.gammamedica.com, Zeniyaet a., 2004), MLEM- (Klein et al., 1995, Kastis et al., 2000,
Del Guerrraet a., 2000, MacDonald et al., 2001, Taylor et al., 2004) oder Bayes Median-Root-
Prior (MRP)-Algorithmus (Sohlberg et a., 2004; s. Tab. 1| im Anhang). Bei den mit einzelnen
oder multiplen Pinhole-K ol limatoren aufgeriisteten Scannern wird in den meisten Féllen mit FBP
rekonstruiert (Strand et al., 1993, Jaczak et a., 1994. Ishizu et al., 1995, Y ukihiro et a., 1996,
Ogawaet al., 1998, Scherfler et a., 2002). Daneben finden jedoch auch in zunehmendem Mal3e
iterative Verfahren (MLEM: Jaczak et al., 1994, Wirwar et al., 2003, Schramm et al., 2003,
Cone-beam Iterative Simultaneous Algebraic Reconstruction Technique [SART]: Acton et al.,
2002a) Verwendung (s. Tab. I11 im Anhang). Diese haben gegentber der FBP den Vortell, dass
ein exakteres Projektionsmodell angenommen wird. Uberdies kann auch einer nicht-uniformen
Schwéchung Rechnung getragen werden und Streifenartefakte und Hintergrundrauschen werden
reduziert. Der wesentliche Nachtell ist die Langsamkeit desVerfahrens, dieihre Ursachein den
multiplen Iterationen hat. Uberdies konnen sich Hotspots zeigen, wenn Projektionen
abgeschnitten werden.

Fir das MicroPET (s. Tab. | im Anhang) wurde der Einfluss des gewdahlten
Rekonstruktionsalgorithmus - FBP versus iterativer Maximum - a posteriori - Probability
(MAP)-Algorithmus - auf die raumliche Auflésung untersucht (Chatziioannou et al., 2001).
Phantomstudien zeigten eine verbesserte Recovery bekannter Radi oaktivitétskonzentrationen bel
Verwendung des MAP-Algorithmus': entsprechend konnten mit der MAP-Rekonstruktion
feinere Details aufgel st werden, ohne dass es zu einem im Vergleich mit der FBP erhthtem
Signal-zu-Rausch-Verhdtnis kam. Die mit PET gemessenen Radioaktivitdtskonzentrationen
wurden mit den autoradiographisch oder mittels Bohrloch erzielten M essergebnissen verglichen
und zeigten eine im Vergleich zur FBP erhdhte M essgenauigkelt.

Frese und Mitarbeiter verglichen FBP, MLEM und Rekonstruktion mit Bayesschen
Algorithmen fir den IndyPET-Scanner (Freseet a., 2003; s. Tab. | im Anhang). Um eine hdhere
Recovery zu erreichen, wurdein die Vorwértsmodelle von MLEM- und Bayes-Algorithmusein

empirisches System-Kernel implementiert, dasauf der Grundlage von Linienphantommessungen

75



bestimmt wurde. Ohne die Verwendung der Point-Spread-Funktion lieferten FBP, MLEM- und
Bayes-Rekonstruktion dhnliche Ergebnisse. Implementierung derselben flihrte jedoch zu einer
besseren Bildqualitét und zu einer erhdhten quantitativen Genauigkeit bel der Verwendung der
iterativen Rekonstruktionsalgorithmen. Dabel war das Bayes-V erfahren tiberdies dem MLEM-
Algorithmus tberlegen.

Fur die anderen dedizierten Kleintierkameras wurden bislang keine dhnlichen Vergleiche
der verschiedenen Rekonstruktionsalgorithmen hinsichtlich der Quantifizierungsgenaugigkeit
durchgefihrt. Aus den Ergebnissen der von Kornblum und Mitarbeitern mit dem MicroPET (s.
Tab. | im Anhang) durchgefiihrten Studie zur neuronalen Aktivierung und Plastizitét kann jedoch
geschlossen werden, dass die Verwendung iterativer Algorithmen insbesondere bei der

Untersuchung kleinvolumiger Strukturen von Vortell ist (Kornblum et al., 2000).

1.2.1.3.6. Anatomische Orientierung

Fur die Lokalisation von Organen und L&sionen wird in zunehmendem Malle
multimodal e Bildregistrierung eingesetzt (Slomka, 2004). Dabei werden funktionale PET- und
SPECT- mit morphologischen CT- oder magnetresonanztomographischischer (MRT)-Bildern
koregistriert (z. B. www.gammamedica.com). Hierdurch wird nicht nur die anatomische
Orientierung vereinfacht, sondern auch die Quantifizierung erleichtert, da die morphol ogischen
Bilder Daten fir Partialvolumen- und Schwachungskorrektur liefern. Ist keine Koregistrierung
moglich, kann die Identifikation etwa des Rattenstriatums durch Radiotracer-Akkumulation in
anderen paarigen Strukturen wie den extraorbitalen Tranendriisen oder den Harderschen Driisen
erschwert werden. Dies ist insbesondere bei der Evaluierung neuer Tracer mit bislang
unbekannten V erteilungsmustern der Fall. Schwierigkeiten konnen tberdies auftreten, wenn die
Rezeptor- oder Transporterbindung unter pharmakol ogischer Blockade quantifiziert werden soll,
dadiese zu einer - alerdings beabsichtigten - Reduktion der Radioaktivitétsanreicherung in der
ROI  fuhrt. FOr die zuverlassge Quantifizierung des Rezeptor-  oder
Transporterbindungspotentia sist neben der | dentifikation der Zielregion eine exakte Abgrenzung
der Referenzregionen (REF) unabdingbar. Da diese per definitionem durch eine geringe
Radioaktivitétsanreicherung gekennzeichnet sind, ist ihre Bestimmung ohne anatomische
Zusatzinformation nur sehr grob moglich. Die Schwierigkeiten vergrof3ern sich noch, wenn

regionale Radioaktivitétskonzentrationen verschiedener Tiere oder im zeitlichen Verlauf bei
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denselben Tieren verglichen werden sollen. Daaufgrund fehlender stereotaktischer Koordinaten
weder die fur die ROI-Definition ausgewahlten Schnittbilder noch die Positionen der ROI's auf
denselben identisch sind, leidet die Vergleichbarkeit der quantitativen Daten.

1.21.3.7. Anésthesie

In den Rezeptor- und Transporteruntersuchungen, die bisdato mit Kleintier-PET- und —
SPECT-Systemen an Ratten durchgefiihrt wurden, wurden I sofluran (Opacka-Juffry et a., 1995,
1996, 1998, Torreset al., 1995, Hume et al., 1996, 1998, 2001, Fricker et al., 1997, Sullivan et
a., 1998, Ogawaet al., 2000, Hirani et al., 2000, 2003, Ishiwataet al., 2002a,b, Umegaki et al.,
2002, Kawamuraet al., 2003, Le Masurier et a., 2004, Scherfler et al., 2005, Ingji et al., 2005),
Ketavet/Xylazin (Araujo et al., 2000, Booij et al., 2002, Schiffer et al., 2006), Chlora hydrat
(Tsukadaet a., 1996, Unterwald et al., 1997, Maggoset al., 1998, Suzuki et al., 2001), Halothan
(Chen et al., 1997, 1999, Brownell et al., 1998, Nguyen et a., 2000, Bjorklund et al., 2002,
Cicchetti et al., 2002), Pentobarbital (Ouichi et al., 1998, Sohlberg et a., 2005) oder eine
Mischung aus Thipental und Pentobarbital (Scherfler et al., 2002) verwendet.

Die Wahl des Sedativums beeinflusste unabhangig von der verwendeten Kameradiein
der Zielregion gemessenen Radioaktivitdtskonzentrationen: so reduzieren Ketavet und Xylazin
die spezifische Bindung des SERT-Liganden [3H](S)-Citalopram bei Ratten, wahrend sowohl
| sofluran al s auch Halothan die SERT-Bindung erhéhten (Elfving et al., 2003). Hingegen wurde
die spezifische Bindung des DA T-Liganden [ %] (E)-N-(3-lodoprop-2-enyl)-2-carbomethoxy-3-
(4'-methylpheny!)-nortropan ([**I]PE2!) sowohl durch die Applikation eines K etavet-Xylazin-
Gemisches as auch durch Isofluran reduziert, wahrend weder Zoletil noch Halothan die
Radi oligandenbindung beeinflussten. Onoe und Mitarbeiter beschrieben bel Affen eine Zunahme
der striatalen [M'C]JMSP-Bindung unter Ketamin-Anasthesie, wahrend Pentobarbital eine
Abnahme der [**C]M SP-Bindung induzierte (Onoe et al., 1994). Ebenso beschrieben Ishiwata
und Mitarbeiter eine ligandenspezifische Zunahme des striatozerebelléren Quotienten unter
Isofluran-Anésthesie (Ishiwata et al., 1999). Im Gegensatz hierzu wurde von Hirani und
Mitarbeitern lediglich eine minimale Beeinflussung der Bindung von ["'C](R)-(+)-a-(2,3-
dimethoxypheny!)-1-[ 2-(4-fluoro-phenyl ethyl]-4-piperidin-methanol ([**C]M DL 100907) anden
5-HT,a-Rezeptor beschrieben (Hirani et a., 2003). Von Ma und Mitarbeitern wurde in

Dissektionsexperimenten gezeigt, dass der Azetylcholinesterase-1nhibitor Phenserin sowohl bel
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wachen as auch bei mit Isofluran anésthesierten Ratten eine 10%ige Reduktion der [*'C]N-
Methylpyrrolidinylbenzilat ([**C]NMPY B)-Bindung induziert (Maet al., 2004). Hingegen zeigte
sich bei in vivo Untersuchungen mit dem MicroPET (s. Tab. | im Anhang) keine Inhibition der

["*C]NMPY B-Bindung im anasthesierten Tieren.

1.2.1.3.7. Quantifizierung der Rezeptor- und Transporterbindung

Modellbasierte Methoden der Quantifizierung (Abb. 3) gehen vom Begriff des
» Kompartimentes‘ aus, der einen physiologischen oder biochemischen Raum bezeichnet, in dem
die Tracer-Konzentrationen, C(t), jederzeit homogen sind. In vitro Radioligandenbindungsstudien
umfassen zwei Kompartimente, die in derselben Kuvette lokalisiert sind und zum einen die
Gewebeschnitte mit den Rezeptoren, zum anderen die Pufferldsung mit dem Radioliganden
bezeichnen. Das einfachste Modell (Abb. 3) fur die Interaktion von Rezeptor und Radioligand
wird durch die Michaelis-Menten-Gleichung

[L]+[R] « [LR] Gl.(2)
beschrieben, wobei [L],[R] und [LR] die Konzentrationen des freien Radioliganden, der freien
Rezeptoren und der Rezeptor-Liganden-Komplexe bezeichnen (Michaglis& Menten, 1913). Da
diese Reaktion von Assoziations- und Dissoziationskonstante (ko, beziehungsweise K)
bestimmt wird, gilt nach dem Gesetz der Massenwirkung im Equilibrium

Kon[LI[R] = Koy [LR] Gl.(2)

Da die Equilibriumsdissoziationskonstante, Kp, al's Kofi/Kon definiert ist und die Rezeptordichte
Bmax = [R]+[LR], fuhrt Substitution in Gl. (2) und Umformung zu

[L][R]=EL+[[LL]] G.(3)

Bel der Verabreichung von Tracerdosen mit [L] « Kp, erhdt man dasVerhél tnis der gebundenen

zur freien Radioligandenkonzentration durch Umformung von Gl. (3) as

(LR _ Bra Gl. (4)
[L] Ky

Bmax/Kp wird als Bindungspotential (BP) bezeichnet. Tragt man [LR] gegen [L] auf, erhdlt man

Bmax Und Kp aus der resultierenden Hyperbel mittels nicht-linearer Regressionsanayse. Der

Quotient 1/ K, ist gleich der Affinitét K eines Liganden fur einen Rezeptor.

In vivo bezeichnet das arterielle Gefdl3, das den Radioliganden in die rezeptorreiche
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Gehirnregion entlésst, das erste Kompartiment C;. Aus C; gelangt der Radioligand in dasfreie
Gewebekompartiment C,. Der freie Ligand in C, bindet an spezifische Bindungsstellen und
erreicht auf diese Welse das dritte Kompartiment Cs. Die meisten Radioliganden zeigen tberdies
eine nicht-spezifische Bindung. Gemeinhin wird angenommen, dass sich das Equilibrium
zwischen C, und dem nicht-spezifischen Kompartiment C,’ schneller as das Equilibrium
zwischen C, und C; einstellt, werden C, and C,’ im Allgemeinen in einem Kompartiment
zusammengefasst. Das Ergebnisist eine Drei-K ompartiment-Konfiguration (Abb. 3). In diesem
Modell wird der Radioligandenaustausch zwischen den Kompartimenten durch vier
Ratenkonstanten K 1 bisk, beschrieben. Betrachtet man C, and C,’ alsgetrennte Kompartimente,
erhat man eine Vier-Kompartiment-K onfiguration (Abb. 3) mit sechs Ratenkonstenten K ; biske.

Das System kann durch folgenden Satz von Differential gleichungen beschrieben werden:

d%t(t) =Kk,C, (1) - k,Cy(t) Gl. (5)
L2l - k0,0 K€, KC, 0+ G, Gl )
—dcét'(t) =K,/ C,(1)- k,'C, (1) Gl (7)

Liegt ein Equilibrium vor, wird die linke Seite in Gl. (5), (6) und (7) gleich Null, da kein
Nettotransfer zwischen den Kompartimenten erfolgt. Aus Gl. (5) folgt damit:

G = LS Gl.(8)

C, Kk,
dasBPim direkten kinetischen Modell bezeichnet (Mintunet al., 1984). Die L6sung von Gl. (5),
(6) und (7) ergibt sich als

Cro () =Q Aexp(-a,t) AC,(1) Gl. (9)
i=1
Gl. (9) wird mittels nicht-linearer Regressionsanalyse den Zeitaktivitatsdaten in der ROI
angepasst. Fur das Zwei-Kompartiment-Modell ist A;=K;" und a;=k;’. Fir das Drei-Kompar-
- ks - Kk,

+k, -
timent-Modell ist A =K A2=K1k3 k.-,
a,-a, a,-a,

und

a1, =51+ k4l o TR Ak,

Eine Voraussetzung fur die genaue Bestimmung von BP mit dieser Methode ist die
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Freies Spezifisch gebundenes

Flawmin Kompartiment Eompartiment
(1) [L] + [R]==[LR]
kg
L ROI
C K J ¢ ky [ ¢
. 1 . 2 =k Buuf; 3
]
(2) ' _ k, " kg
L kg
K .
——— : » REF
(3) Cl c, .-
"1 k"‘z
_ |
Micht-gpezifizch gebundenes
Fompartime nt
Abb. 3. zwei- (", ), Drei- () und Vier-Kompartiment-Konfiguration (L plus ~ ); (1) In vitro Zwei-

Kompartiment-System. Die Kompartimente sind in derselben K iivette |okalisiert und bestehen aus dem Puffer mit
dem geldsten Liganden und aus den Gewebeschnitten mit den Rezeptormolekilen. (2) Drei-Kompartiment-
Konfiguration bestehend aus arteriellem Blut (C,), freiem Kompartiment (C,) und Rezeptorkompartiment (Cs), (3)
Zwei-K ompartiment-Konfiguration bestehend aus C; und dem nicht-spezifischen Kompartiment (C,"). Im Drei-
Kompartiment-Modell sind C,' und C, gepoolt, wahrend im Vier-Kompartiment-Modell angenommen wird, dass
zwischen C,' und C, ein Austausch besteht. Definition der Terme (in alphabetischer Reihenfolge): By
Rezeptorkonzentration (mol/g), C,; Plasmaaktivitdt des unmetabolisierten Radioliganden (Bg/ml), C;;
Radioligandenaktivitét im freien Kompartiment (Bg/ml), C,’'; Radioligandenaktivitét im nicht-spezifisch gebundenen
Kompartiment (Bg/ml), Cs; Radioligandenaktivitdt im gebundenen Kompartiment (Bg/ml), f; freie Fraktion des
unmetabolisierten Radioliganden im Plasma, f,; frele Fraktion des Radioliganden in C, Kop;
Equilibriumsdissoziationskonstante mit K p = Kegi/Kon, Kons Kofr; ASsoziations- [(g/ml x min)—] und Dissoziations- (min’
') Ratenkonstanten, K;; Transferkonstante vom Plasma zum freien Kompartiment (min™), K,*; Transferkonstante
vom Plasma zum nicht-spezifischen Kompartiment (min™), k; Transferkonstante vom freien Kompartiment zum
Plasma (min?), ky'; Transferkonstante vom nicht-spezifischen Kompartiment zum Plasma (min?), ks, ke
Transferkonstanten zwischen freiem und spezifisch bebundenem Kompartiment (min'), ks, ks; Transferkonstanten
zwischen freiem und nicht-spezifisch gebundenem Kompartiment in der Vier-Kompartiment-Konfiguration, [L];
Konzentration des ungebundenen Liganden (Bg/ml), [LR] ; Konzentration des gebundenen Liganden (Bg/ml), [R];
Konzentration des ungebundenen Rezeptors (mol/g), REF; Referenzregion, ROI; Zielregion.

80



Messung der arteriellen freien Ligandenkonzentration. Der Erhalt von arteriellen Input-Funktion
ist jedoch bei Kleinnagern wie Ratten und Mausen problematisch, da Tieren dieser Groéf3e nicht
zu wiederholten Malen hinreichende Blutmengen entnommen werden konnen. Uberdiesist bei
manchen Tracern die exakte Metabolitenbestimmung im Blutplasma schwierig; dies gilt
insbesondere fur *'C-markierte Tracer, die einer raschen Metabolisierung unterliegen. Aus
diessm Grunde wurden nicht-invasive Quantifizierungsmodelle entwickelt, denen die
Vorstellung des,, Vertellungsvolumens® (DVR) zugrundeliegt (Laruelle et a., 19944, b).

Das Verteillungsvolumen bezeichnet die Radioligandenmenge, die bei Equilibrium in
einem Kompartiment verteilt ist. Man erhdlt sie durch Division der Tracerkonzentration im
Kompartiment durch die arterielle Blutplasma-K onzentration multipliziert mit der freien Fraktion
des Radioliganden f; im arteriellen Blut. Mithin ergeben sich fur C; C, und C;' die

VerteillungsvoluminaV, = < V, = <, und V, ' :C—z. Dabel ist die SummeausV, und V3
flCl flCl flC:l

gleich dem gesamten V erteilungsvolumen im Equilibrium, V1. Wird C,aus Gl. (8) in Gl. (6) und

(7) eingesetzt, ergibt sich nach Umformung

C K,k
=13 Gl.(10)
flcl k2k4
G, K Gl.(11)
flcl k2I
Hieraus folgt V3:K;k3, V2=ﬁ und V;zﬁ. Folglich ist - bei invasiver
K.k, K, K,'

Quantifizierung - V3 gleich BP (= C3/f1C;) und beschreibt die Beziehung Bma/Kp der
Rezeptorparameter.

Sind C; oder f; nicht verfigbar, konnen V3 oder V3’ as Schatzwerte fur Vs
beziehungswei se BPberechnet werden (Laruelleet al., 1994b). V3’ ist der Equilibriumsquotient
C3/Cy und gleich f; BP. Dabel wird die Annahme zugrunde gelegt, dass f1 nicht zwischen den
einzelnen Messungen variiert. Bei non-invasiver Quantifizierung ist das Verteilungsvolumen
V3’ die beste Schatzung fur das Bindungspotenial. V3’ ist definiert als V3/V, und ergibt sich
ausV+1/V,-1, wobei V1 das Gesamtgewebeverteilungsvol umen bezeichnet und gleich der Summe
aus V, und Vsist. Sind die Gleichgewichtskonzentrationen des freien und des nicht-spezifisch

gebundenen Liganden in allen Gehirnregionen gleich, kann V, aus einer transporter- oder
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rezeptorfreien Region (REF) abgeleitet werden, und V3’ ergibt sich aus V+(ROI)/V+(REF)-1

(Laruelle et al., 1994b). Zur Unterscheidung von BP = Bna/Kp wird das so ermittelte

Bindungspotential hier alsBP* abgeklrzt. BP* steht zu BP und zu den kinetischen Parametern
_V; _BP_ B _GC/fC _Cy_K

ks und ks infolgender Beziehung: BP* = —=2 = — = —™ =—2.Sind V,und
V, V, V,K, C,/fC, C, Kk,

Kp konstant, ist BP* = Byax. Wahrend BP = Cy/f1C; ist Uberdies BP* = f,Bma/Kp.

Das vereinfachte Referenzgewebemodell (,simplified reference tisse mode”;
Lammertsma & Hume, 1996) beruht auf dem vollstandigen Referenzgewebemodell (,full
referencetissue model”). Dieses geht von der Annahme aus, dass V. in alen Regionen konstant
und gleich Ky/k; ist. Da der Blutfluss nicht in allen Regionen gleich ist, wird ein Parameter R,
definiert, der das Verhdltnis von K; in einer ROl zu K; in einer REF bezeichnet. Diese

Annahmen fihren zu

Crol (1) = RCree +[B, exp(-a,t) + B, exp(-a,t)] A Crer (1) Gl. (12)
mit B, = (K231 K oy ina s, =32k KX 4 ) Dieparameter Ry ko ks
2" A, R1 2" % R1

und ks werden im Allgemeinen durch iterative Minimierung der Fehlerquadrate bestimmt und
ergeben BP* (= ka/ks). Dajedoch iterative Prozeduren K onvergenzproblemen unterliegen, diezu
grol3en Standardfehlern bel den geschétzten Parametern fuhren kénnen, wurde das robustere
vereinfachte Referenzgewebemodell entwickelt. Unter der Annahme einer schnellen Kinetik in
Cs gilt hierbel, dass die Anpassung von Zeitaktivitétsdaten an ein Zwei-K ompartiment-Model |
mit einem spezifischen (~ ROI) und einem nicht-spezifischen Kompartiment (~ REF) einen
genauen Schatzwert des Vertellungsvolumensin der ROI ergibt. Die resultierende Gleichung

— _ Rl A - kzt
Cro (0 = RCeer (O i (- - = - KK, )Crer (DA expm) Gl.(13)

erlaubt die Schétzung der Parameter Ry, k, and ka/k, und liefert BP* (= ka/ky).

Die Radioaktivitétswerte in einer ROl und einer REF zu einer Zeit t werden durch
Cro (1) =C, (1) +C, (1) +C(t)V, und C (t) =C,'(t) +C,(t)V, beschrieben, wobei V; das
Gefalvolumen innerhalb der ROI bezeichnet. Beim Logans invasiven graphischen Modell
(Logan et al., 1990) ergibt sich durch Integration beider Seiten von Gl. (7), Umformung,
Substitution von C,'(t) = C (t) - C,(t)d und V,'=K,'/k," und Division beider Seiten durch
Crer(t)
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e () EOd
S S ) S (2
C:REF (t) C:REF (t) k2' C:REF (t)

Fir das Drei-Kompartiment-Modell folgt aus Gl. (5) und (6)

1 Gl.(14)

Fro (©) GOt
0 =V, + TV, +V, 2 +b Gl.(15)
Crol (1) Crol (1)

t t
Wird (fqq (1)dt'/ Cre, () gegen ¢, (t')dt'/ Cry, (1) aufgetragen, erhdlt man eine Gerade mit der
0 o

Steigung a= fV, + fV, +V, und einem x-Achsen Abschnitt b. Vernachlassigt man V1 und

nimmt man an, dass V, und V' gleich sind, ergeben sich BP und BP* as BP = fi(aa)
beziehungsweise BP* = a/a —1.

DaCg, (t) =C,(t) +C,(t) + C, (t)V,undC- (t) =C,'(t) + C,(t)V,, erhdt manin Logans
nicht-invasivem graphischen Modell (Logan et al., 1996) durch Substitution von Cgeg(t) flr
(Co()+Cy(Y)V1in Gl. (15)

t(\pRm (t)dt (tc‘pREF (t)dt - CREF (t) / kz I) /CROI (t)

_a
Cra®) @ Ceor (1) N Gl.(16)

wobel n(t) den vaskuldren Effekt innerhalb der ROI Uber die Zeit t bezeichnet.

t t
Wird (e (1)t Co, (1) gegen (e (1)dt'- Cree (1) /K, )Cro, (1)  aufgetragen, ist die
0 0

Steigung gleich dem Verteilungsvolumenqguotienten im DVR (=[V2+ V3] /V ). Dabei iss DVR =
BP* +1. Die Verwendung von Gl. (16) erfordert, dassk,’ ausdem invasiven graphischen Modell
abgeleitet wird. Dabel wird die Annahme zugrunde gelegt, dass der Ubernommene Wert fir das
vorliegende Untersuchungsobjekt représentativ ist.

Dasdynamische Modell beruht auf dem kinetischen Drei-Kompartiment-Modell (Mintun
etal., 1984, Perimutter et al., 1986, Wong et al ., 1986). Die Kinetik des Radioliganden kann mit

Gl. (5), (6) und (7) bestimmt werden. Dabei ist k, =k, (B, - C;g ))fz, wobel SA die
spezifische Aktivitéat des Radioliganden bezeichnet. Ist SA hoch, und wird der Radioligand in

Tracerdosen verabreicht, dann ist

—Cé(:\) « Bmax, Und ein Schatzwert fir ks ergibt sich aus dem
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Produkt von kqn, Bmax Und der freien Fraktion des Radioliganden f,, in Co,.

In den bislang mit dedizierten Kleintiertomographen durchgefthrten in vivo Studien zur
DAergen Rezeptor- und Transporterkinetik wurde die Notwendigkeit einer arteriellen Input-
Funktion auf verschiedene Weisen umgangen: neben der Bestimmung der Radioaktivitét als
Prozentsatz der pro Gewebevolumen injizierten Radioaktivitdtsdosis (Ogawaet al ., 2000) und als
gewichtsnormalisierte Rechts/Links-Quotienten (Sohlberg et al., 2005) erfolgte die Auswertung
durch Anwendung dynamischer (Tsukada et al., 1996, Unterwald et al., 1997, Maggos et al.,
1998), non-invasiv graphischer (Chen et a., 1997, 1999, Brownell et a., 1998, Nguyen et al.,
2000, Suzuki et al., 2001, Bjorklund et al., 2002, Cicchetti et al., 2002, Le Masurier et al., 2004,
Schiffer et al., 2006) und vereinfachter Referenzgewebe-Modelle (Opacka-Juffry et al., 1995,
1996, 1998, Torres et al., 1995, Hume et al., 1996, 1998, Fricker et al., 1997, Sullivan et &,
1998, Araujo et a., 2000, Ishiwata et a., 2002a,b, Umegaki et al., 2002, Booij et al., 2002,
Scherfler et al., 2002, 2005, Kawamura et al., 2003, Ingji et a., 2005).

1.2.2. Rezeptorstudien mit der Methode der Kleintiertomographie

1.2.2.1. PET

Ver stérkung, Lernen und Gedachtnis. Kokain bindet an den DAT und blockiert die DA-
Wiederaufnahme in die préasynaptischen Endigungen. Hierdurch wird die DA-Konzentrationim
synaptischen Spalt erhtht, was zu einer gesteigerten Aktivierung der postsynaptischen DA-
Rezeptoren fuhrt. Eswird angenommen, dass diese Steigerung der DA ergen Neurotransmission
viele der verstarkenden Effekte von Kokain mediiert (Ritz et a., 1987). Zur Untersuchung der
Wirkung auf die D;- und Do-Rezeptorbindung wurden Ratten zwei, sieben oder 14 Tagelang drel
Mal pro Tag im Abstand von jeweils einer Stunde mit Kokain behandelt (Tsukadaet al., 1996).
Dieerste Messung nach zwei Tagen ergab, dassdiese Art der ,, Binge® -V erabreichung weder die
striatale D1- noch die D,-Rezeptorbindung von [*'C]SCH23390 beziehungsweise [*'C]MSP
beeinflusst. Nach sieben Tagen war die striatale [*'C] SCH23390-Bindung gegentiber den mit
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physiologischer Kochsalzlosung (0.9% NaCl) behandelten Kontrollen um 15% reduziert,
wéhrend die ["'C]MSP-Bindung unverandert blieb. Nach 14 Tagen waren sowohl die
[*'C] SCH23390- al's auch die [**C]M SP-Bindung um 14 beziehungsweise 41% reduziert. Nach
zehntégigem Entzug kehrte die [*'C]SCH23390-Bindung zu den Werten der Kontrollgruppe
zurtick und war auch nach 21 Tagen noch unverandert (Maggos et a., 1998). Im Gegensatz
hierzu war die [**C]M SP-Bindung nach zehntégigem Entzug um 18% erniedrigt und erreichte
erst nach 21 Tagen Entzug die Werte der Kontrollgruppe.

Zentrales DA- und Opiatsystem mediieren Verstéarkung und lokomotorische Aktivitét.
Namefen ist ein Opiatrezeptorantagonist, der Strukturdhnlichkeit mit Naloxon und Naltrexon
aufweist und an -, d und ?-Opiatrezeptoren bindet. Da sowohl endogene Opiatpeptide alsauch
Opiatdrogen die Freisetzung von DA Uber GABAerge Interneurone stimulieren (Johnson &
North, 1992), wurdenin einer weiter fiihrenden Untersuchung die Effekte von akut und chronisch
verabreichten Nalmefen auf die Bindung von [*'C]SCH23390 und [*'C]MSP untersucht
(Unterwald et al., 1997). Akute V erabrei chung von Nal mefen erhohte gegentiber 0.9% NaCl das
Bindungspotential von [*'C]SCH23390 im Striatum der Ratte um 27%. Keinerlei Veranderung
der [*'C]MSP-Bindung wurde beobachtet. Uberdies wurden nach chronischer Verabreichung
weder Veradnderungen in der D1- noch in der D,-Rezeptorbindung beobachtet, was lediglich
vorlbergehende Veranderungen in der DAergen Neurotransmission nahe legt.

Seneszenz und Morbus Alzheimer. PET-Untersuchungen am Menschen zeigten eine
altersabhangige Verringerung striataler DA-Rezeptoren, die mit motorischen wie auch kognitiven
Defiziten korrelierte (Antonini et a., 1993). Zum Zweck der Validierung untersuchten Suzuki
und Mitarbeiter sowohl in vivo as auch in vitro die Altersabhéngigkeit der D;- und Do-
Rezeptorbindung bei der Ratte (Suzuki et al., 2001); dabei wurden die D;- und D-
Rezeptorliganden SCH23390 beziehungsweise Racl oprid fiir die PET-Untersuchung mit **C und
fir die autoradiographische Untersuchung mit ®H markiert. In vivo wurde weder firr die D;- noch
fur die D,-Rezeptorbindung ein Unterschied zwischen sechs und zwolf Monate alten Ratten
gefunden. Bei 18 und 24 Monate alten Tieren war das Bindungspotential von [*'C]Racloprid um
20 beziehungswei se 30% erniedrigt. Die Resultate hinsichtlich der D;-Rezeptorbindung waren
nicht konsistent. Im Gegensatz hierzu war in vitro sowohl die D;- als auch die D,-
Rezeptorbindung im Abhangigkeit vom Alter reduziert. Uberdies traten altersabhingige

Verringungen bereits bei zwolf Monate alten Tieren in Erscheinung, wobei D;- und Do-
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Rezeptorbindung um 28 beziehungswei se 22% vermindert waren. Wahrend der folgenden zwolf
Monate wurde keine weitere Reduktion beobachtet.

D,-Rezeptor-Gentransfer in das Striatum ist eine zukunftweisende Strategie fur die
Behandlung altersassoziierter und anderer motorischer Defizite, die mit einer fortschreitenden
Verringerung der Do-Rezeptordichte einhergehen. Ikari und Mitarbeiter entwickelten einen
adenoviralen Vektor namens AAdCMV.DopD;R, der die cDNA fir den D,-Rezptor enkodiert
(Ikari et a., 1995). Die Injektion dieses Vektorsin das Striatum juveniler Ratten induzierte eine
erhdhte Expression der Do-mRNA sowie des D,-Rezeptorproteins. Dabel war die Zunahme der
D,-Rezeptorexpression von APO-induziertem Drehverhalten begleitet (Umegaki et al., 1995).
Ogawa und Mitarbeiter untersuchten die Eignung von PET fir die Darstellung der
vektorinduzierten Verénderungen der D.-Rezeptordichte (Ogawa et al., 2000). In der
Kontrollbedingung wurde juvenilen Ratten der Vektor fur die Expression der 3-Galactosidase
(AdCMV.LacZ) verabreicht. Die D,-Rezeptorbindung wurde mit den Radioliganden
[*'C]Racloprid, [*'*C]M SPund [**C]Nemonaprid untersucht. Zwei Tage nach der Vektorinjektion
war in den mit AACMV .DopD, behandelten Striata die D,-Rezeptorbindung verglichen mit der
unbehandelten Seiteum 12 ([*'C]Racloprid), 18 ([**C]M SP) und 8% ([**C]Nemonaprid) erhoht.
Zusétzliche Untersuchungen mit dem D;-Rezeptorliganden [*'C]SCH23390 und dem DAT-
Liganden ["'C]R-CIT zeigten keinerlei Unterschiede in der D;-Rezeptor- und DAT-Bindung
zwischen behandelten und unbehandelten Striata.

In einem fol genden Experiment wurden die PET-Messungen am zweiten und dritten Tag
nach dem Transfer desAdCMV .DopD.- oder des K ontrollvektors durchgeftihrt (Umegaki et al.,
2002). Im Vergleich zur Kontrollbedingung war die striatale [*'C]Racloprid-Bindung an Tag 2
und Tag 3 um 13 beziehungsweise 16% erhoht. Am elften Tag nach Vektorinjektion hatte die
D,-Rezeptorbindung wiederum die Werte der Kontrollbedingung erreicht.

Manie. Als Ursache der Manie wird eine Hyperaktivitdt des DAergen Systems
angenommen. Untersuchungen von Mc Tavish und Mitarbeitern zeigten, dass die DA-
Freisetzung unter anderem durch Tyrosin-Depl etion reduziert zu werden vermag (Mc Tavish et
al., 2001a). Tyrosin-Depletion kann durch die Einnahme tyrosinfreier Aminosauremischungen
erfolgen, die zu einer Erhdhung der Proteinsynthese und zunehmenden Mengen verzweigter
Ketten und grof3er neutraler Aminosduren fuhrt, die mit Tyrosin um die Aufnahme ins Gehirn

kompetitieren. Neurochemische und Verhaltensstudien bei Ratten haben gezeigt, dass eine
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tyrosinfreie  Aminosauremischung sowohl die DA-freisetzenden as auch die
psychostimulierenden Effektevon AMPH zu reduzieren vermag (Mc Tavish et a., 1999, 2001b).
Le Masurier und Mitarbeiter untersuchten die Wirkung einer sowohl alein als auch in
K ombination mit AMPH verabreichten tyrosinfreien Aminosauremischung auf die striatale D,-
Rezeptorbindung bel der Ratte (Le Masurier et a., 2004). Die Applikation von AMPH (2 mg/kg)
induzierte eine 12%ige Reduktion des DV R-Wertes von [**C]Racloprid im Vergleich zu mit
0.9% NaCl behandelten Kontrollen. Die intraperitoneal verabreichte tyrosinfreie
Aminosduremischung (1 g/kg) fuhrte zu einem 7%igen Anstieg des DVR-Wertes von
[**C]Racloprid und verringerte die AM PH-induzierte Reduktion, ohne siejedoch vollstandig zu
blockieren.

ADHS. Zur Behandlung von ADHS kénnen Stimulanzien wie AMPH und M P eingesetzt
werden. Ihre therapeutische Wirksamkeit resultiert aus einer Erhdhung der endogenen DA-
K onzentrationen in Striatum und Neokortex (s. Ubersichtsarbeit von Carboni & Silvagni, 2004),
wobei sich jedoch die Wirkmechanismen deutlich unterscheiden. So konnte gezeigt werden, dass
AMPH die Freisetzung von DA in den Extrazelluldrraum stimuliert (Calaway et a., 1989),
wahrend die Hauptwirkung von MPin der kompetitiven Inhibierung der DA-Wiederaufnahmein
das présynaptische Neuron besteht (Zetterstrom et al., 1988, Woods & Meyer, 1991).
Steigerungen der extrazelluléaren DA-Konzentration sind damit nach Seeman und Madras auf
passive Diffusion von DA aus dem synaptischen Spalt zurlickzufthren (Seeman & Madras,
1998). Dabei ist die AMPH-induzierte Zunahme an extrazellul&rem DA etwadreimal hoher als
der extrazelluldre DA-Anstieg nach vergleichbaren Dosen von MP und anderen
Wiederaufnahmehemmern (Hurd & Ungerstedt, 1989, Kuczenski & Segal, 1992, 1997). Inihrer
Anfang des Jahres vertffentlichten Studie untersuchten Schiffer und Mitarbeiter die Effektevon
AMPH und MP auf die , extrazellulére® und auf die , synaptische® DA-Konzentration im
Striatum der Ratte, wobei die Bestimmung der ersteren mittels in vivo Mikrodialyse im
.extrazelluldren Kompartiment®* und die Bestimmung der letzteren mittels PET und
[*'C]Racloprid im ,, synaptischen Kompartiment* erfolgte (Schiffer et al., 2006). Die PET-
Untersuchungen zeigten nach Behandlung mit AMPH (2.5 mg/kg) und MP (5 mg/kg) eine
Reduktion der striatalen D,-Rezeptorbindung um 24 beziehungswel se 21%; nach Applikation
von AMPH jedoch ergaben die Mikrodialysestudien eine 1400%ige Zunahme der extrazel luldren
DA-Konzentration, wahrend die Vorbehandlung mit MP lediglich eine Zunahme um 360%
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hervorrief.

Morbus Huntington. Exzitotoxische L &sionen des anteromedial en Rattenstriatums mit
Iboten- (1A), Kainin- (KA) oder Quinolinsaure (QA) induzieren V erhaltensdnderungen, diedurch
lokomotorische Hyperaktivitét und eine verschlechterte Lernleistung bei Labyrinthaufgaben
gekennzeichnet sind. Uberdieszeigen die Tiereeine striatale Atrophie, wiesieauch in den Striata
von Huntington-Patienten in Erscheinung tritt (s. Ubersichtsarbeit von Beal, 1994). Torreswie
auch Hume und Mitarbeiter untersuchten mit [**C]Racl oprid die D.-Rezeptorbindung inintaktem
Striatum, denerviertem Striatum nach Applikation von IA oder regeneriertem Striatum nach
Implantation striataler oder kortikaler Zellsuspensionen (Torreset a., 1995, Humeet al., 1996).
Dielmplantation erfolgte 14 Tage nach der Lasion. Die Ratten wurden tiber einen Zeitraum von
zwei Monaten untersucht; die M essungen begannen zehn Monate nach dem operativen Eingriff.
Dabei zeigte sich eine 100%ige Reduktion der D,-Rezeptorbindung im |&dierten Striatum. Die
Implantation der striatalen Zellen induzierte eine 25 bis 50%ige Erholung der [*'C]Racloprid-
Bindung, wéhrend die Applikation kortikaler Zellsuspensionen keinerlel Erholung der D,-
Rezeptorbindung zeitigte.

In einer Folgestudie wurde der Einfluss des Gestationsalters des Donors embryonal er
Zellen auf die Morphologieder striatalen Transplantate und auf die Erholung des Drehverhatens
nach |A-Lasionen untersucht (Fricker et a., 1997ab). Zu diesem Zweck wurden
Rattenembryonen verschiedener Rumpflangen (10 mm: Gestationstag 14, 15 mm: Gestationstag
16) Eminentialateralis und medialis herausprépariert. Zellsuspensionen wurden zehn Tage nach
der unilateralen striatalen | A-L&sion transplantiert. Der gezielte Gebrauch der V orderpfote wurde
zwischen vier und finf Monaten nach der Transplantation gemessen. Zehn bis 14 Monate nach
der Transplantation wurde die Di- und Dy-Rezeptorbindung mit [*C]SCH23390
beziehungsweise [*'C]Racloprid als Radioliganden untersucht. Sowohl die D;- alsauch die D,-
Rezeptorbindung war auf der |&dierten im Vergleich zur kontralateralen Seite um 48
beziehungsweise 60% reduziert. Bei den Tieren, denen striatale Primordia von 10 mm langen
Donoren transplantiert worden waren, war die ipsilaterale D;- und D,-Rezeptorbindung im
Vergleich zu den Ratten, die keine Transplantate erhalten hatten, um 31 beziehungsweise 18%
erhoht. Der Vergleich mit der kontralateralen Seite zeigte Reduktionen um 25 beziehungsweise
39%. Bel den Ratten, denen striatale Primordiavon 15 mm langen Donoren transplantiert worden

waren, blieben D;- wie auch D,-Rezeptorbindung unverandert. Ahnliche Resultate ergab der
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Vorderpfotentest, wobei die gemessenen Radioaktivitdtskonzentrationen und der
Vorderpfotengebrauch signifikant positiv korrelierten.

Der Effekt unilateraler intrastrialer QA-Injektionen auf die D,-Rezeptorbindung wurde
eine, funf und sieben Wochen nach der Lasion untersucht (Araujo et al., 2000). Eine Woche
nach dem Eingriff war die [*®F]Ethylspiperon([*®F]ESP)-Bindung im ladierten Striatum
verglichen mit der nicht-l&dierten Seite um 2% erhoht. Im Gegensatz hierzu wurde bei den
gleichen Tieren eine Abnahme des Glucosemetabolismus im |&dierten Striatum um 26 bis 35%
beobachtet. Fiinf und sieben Wochen nach der Lasion war die [**F]ESP-Bindung um 39
beziehungswei se 38% erniedrigt. Ahnliche Ergebni sse erbrachten nunmehr auch Untersuchungen
mit [*®F]FDG: funf Wochen nach der Lasion war die ipsilaerale striatale [**F]FDG-
Akkumulation um 40 bis47% reduziert, wahrend sieben Wochen nach der L &sion verglichen mit
den unlé&dierten Kontrollen Abnahmen zwischen 39 und 51% gemessen wurden. Zusétzliche
Untersuchungen der [**F]ESP-Bindung wurden drei, zehn und 16 Tage nach der Lasion
durchgefiihrt; dabei wurden drei Tage nach der Lasion Zunahmen der D,-Rezeptorbindung
zwischen 53 und 93% beobachtet, wahrend zehn Tage nach der Lasion lediglich Zunahmen
zwischen 6 und 20% verzeichnet wurden; 16 Tage nach der Lasion war die [**F]ESP-Bindung
ebenfalls um 6 bis 20% erniedrigt.

Wie Araujo et al. (2000) untersuchten auch Ishiwata und Mitarbeiter den Effekt einer
unilateralen intrastriatalen QA-Injektion auf die D,-Rezeptorbindung (Ishiwata et al., 2002a).
Dabei verglichen sie die Bindung von [*C]Racloprid, [**C]Nemonaprid und [*C]MSP am
fiinften Tag nach der Lsion. Die[*'C]Racloprid-Aufnahmewar im | &dierten Striatum verglichen
mit der nicht-l&dierten Seite um 14% erniedrigt, wahrend die [**C]Nemonaprid- und [**C]M SP-
Bindung um 7 beziehungswei se 26% erhdht war.

Ein pathologisches Charakteristikum der Chorea Huntington ist die selektive
Degeneration der striatopallidalen Neurone; dabel ist bel Huntington- im Gegensatz zu
Parkinson-Patienten die Reduktion der Aza-Rezeptorbindung in Caudatoputamen und im Globus
pallidus stérker ausgepragt als die Abnahme der D,-Rezeptorbindung (Glass et al., 2000).
Hingegen haben autoradiographische Studien gezeigt, dass die D;-Rezeptorbindung in stdrkerem
Malde as die D,-Rezeptorbindung reduziert und die Abnahme der A,a-Rezeptorbindung
derjenigen der D,-Rezeptorbindung vergleichbar ist (Levivier et al., 1994). Ishiwata und

Mitarbeiter untersuchten die Aza-, die D;1- und D,-Rezeptorbindung bei Ratten mit unilateraler
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QA-Lasion mittels[*'C]K F18446, [*'C] SCH23390 und [**C]Racloprid (Ishiwataet al., 2002b).
PET-Messungen wurden am fiinften Tag nach der L &sion durchgefuhrt. Verglichen mit der nicht-
|&dierten Seite waren die striatalen Bindungspotential e der A,a-, D;- und D,-Rezeptoren um 27,
34 und 20% reduziert. Fiir ["'C]KF18446, [*'C]SCH23390 und ["'C]Racloprid betrugen die
Quotienten der Bindungspotentialeim |&dierten zu denjenigen im nicht-l&dierten Striatum 0.75,
064 und 0.75 und ergaben somit keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Rezeptorsubtypen.

Morbus Parkinson. Die erste in vivo Untersuchung der D,-Rezeptorbindung bei der 6-
OHDA-l&dierten Ratte wurde mit einem klinischen PET-Scanner (Siemens ECAT-953B)
durchgefihrt und zeigte drei Wochen nach der L&sion eine im Vergleich mit nicht-l1&dierten
K ontrolltieren um 23% erhéhte [**C]Racl oprid-Bindung im ipsil ateralen Striatum (Humeet al.,
1995). Gegenuber dem kontral ateralen Striatum war dieipsilaterale Do-Rezeptorbindung um 16%
erhoht. Einige Jahre spéter wurde die D,-Rezeptorkonzentration mit einem dedizierten Kleintier-
Scanner zwischen der ersten und dritten Woche nach intranigraler 6-OHDA-Applikation
untersucht (Nguyen et a., 2000); auch in dieser Studie wurde eine 19 bis 25%ige Zunahme der
[*'C]Racl oprid-Bindung im ipsilateralen Striatum beobachtet. Ahnliche Ergebnissewurden von
Rubins und Mitarbeitern mitgeteilt (Rubinset al., 1999). Eine Bestétigung ergab sich aul3erdem
durch funktionelle M agnetresonanztomographie (fMRT) nach pharmakol ogischer Challenge mit
APO und AMPH, die beide zu einer Zunahme des zerebralen Blutvolumens in Striatum und
Thalamus der |1&dierten beziehungsweise nicht-l&adierten Seite fuhrten (Nguyen et al., 2000).

Frihere Untersuchungen mit einem klinischen PET-Scanner (Siemens ECAT-953B)
zeigten bei Ratten eine Zunahme der D,-Rezeptorbindung nach akuter Verabreichung von L-
DOPA (Humeet al., 1995). In einer Folgestudie untersuchten Opacka-Juffry und Mitarbeiter, ob
diese Zunahme der Radioligandenbindung auch nach Langzeitverabreichung von L-DOPA einer
Veranderung unterliegt (Opacka-Juffry et al., 1998). Akut appliziertes L-DOPA (20 mg/kg)
induzierte einen 40%igen Anstieg der striatalen [“'C]Racloprid-Bindung verglichen mit
unbehandelten Kontrollen. Interessanterwei se ergaben zusétzliche Mikrodialysestudien, dassL -
DOPA eine bis zu 60%ige Zunahme an extrazelluldrem DA zwischen der 100. und der 140.
Minute nach der Injektion zeitigte, was dem fiUr die PET-Untersuchungen gewéhlten
Untersuchungszeitraum entspricht. Ging der einmaligen Injektion von L-DOPA eine

Langzeitverabreichung im Trinkwasser (170 mg/kg/Tag tber 5 Wochen) voraus, habituiertendie
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Tiere, und eswurde keinerlel D,-Rezeptorsensitisierung beobachtet.

In einer kirzlich verdffentlichten Studie von Ingji und Mitarbeitern wurde sowohl die Do-
Rezeptor- als auch die DAT-Bindung an Tag 13 bis 15 nach der unilateralen 6-OHDA-L&sion
untersucht (Ingji et a., 2005). Dabei wurde 6-OHDA inzwei verschiedenen Dosen (0.25 ng/m, 2
ng/m) in das rechte mediale Vorderhinbiindel appliziert. Als D,-Rezeptorradioligand wurde
[*'C]Racloprid verwendet; beziiglich der DAT-Bindungsstudiewird der Leser auf Kapitel 1.2.3.
verwiesen. Die PET-Untersuchungen ergaben eine dosisabhangige Zunahme der striatalen
[*'C]Racloprid-Bindung um 12 (0.25 ny/m 6-OHDA) beziehungsweise 41% (2 ng/m OHDA)
verglichen mit der kontralateralen Seite. Zusétzlich  durchgefihrte in  vitro
Autoradiographi estudien erbrachten 8hnliche Resultate, wobei die beobachteten Erhthungen der
[*'C]Racloprid-Bindung bei 4 (0.25 ny/m OHDA) beziehungsweise 17% (2 ny/mi OHDA)
lagen. Es bestand eine signifikante positive K orrel ation zwischen dem Bindungspotential und der
Anzahl der Drehungen nach APO-Challenge.

1.2.2.2. SPECT

Morbus Huntington. Mit einem aufgertsteten klinischen Scanner (Siemens Orbiter ZLC
3700, Pinhole-Kollimator, Pinhole-Durchmesser: 2 mm) wurde die striatal e Do-Rezeptorbindung
bei der QA-l&dierten Ratte untersucht (Scherfler et al., 2005). Die SPECT-Messung erfolgte acht
Wochen nach der Applikation von QA in drei verschiedenen Dosen mit [*ZI]IBZM als
Radioligand und ergab eine dosisabhangige Reduktion der ipsilateralen striatalen V3''-Werte
um 89 bis 99% im Vergleich zur nicht-l&dierten kontralateralen Seite. In dieser Studie wurden
funktionelle und MRT-Bilder koregistriert; dabei korrelierten striatales Restvolumen wie auch
DA- und cAMP-regulierte Phosphoprotein(DARPP-32)-Immunoreaktivitét signifikant mit der
['#1]1BZM-Bindung. Hingegen konnte weder eine Korrelation zwischen [*31]1BZM-Bindung
und lokomotorischer Aktivitat noch zwischen [*#1]IBZM-Bindung und AMPH-induziertem
Drehverhalten nachgewiesen werden.

Sohlberg und Mitarbeiter untersuchten die striatale D,-Rezeptorbindung bei der QA-
|adierten Ratte ebenfalls mit einem aufgertsteten klinischen Scanner (Siemens Orbiter, Pinhole-
Kollimator, Pinhole-Durchmesser: 2 mm; Sohlberg et a., 2005). Die SPECT-Messung erfolgte
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vier Wochen nach Vornahme der QA-L &sion mit [**|]Epideprid als Radioligand und ergab eine
Reduktion des striatalen ipsi- zu kontralateralen Quotienten um 40%. Die Bestimmung der
Zahlraten im Bohrloch nach Gewebedissektion ergab eine Reduktion des striatalen ipsi- zu

kontral ateralen Quotienten in der gleichen GrofRenordnung.

1.2.3. Transporterstudien mit der Methode der Kleintiertomographie

1.2.3.1. PET

Seneszenz und Morbus Alzheimer. Kawamura und Mitarbeiter untersuchten die
Altersabhangigkeit der DAT-Bindung (Kawamura et al., 2001) mit dem Radioliganden
[*'C]CFT. Der ks-Wert war bei 24 Monate alten Ratten gegeniiber sechsund zwdlf Monate alten
Tieren um 22 beziehungswei se 18% erniedrigt. Dadie Befunde von Kawamuraund Mitarbeitern
jedoch auch eine Reduktion von ks um 21 beziehungsweise 13% gegentber sechs und zwolf
Monate alten Tieren ergaben, blieb BP (= ka/ks) unverandert (Kawamura et al., 2001).

Morbus Parkinson. In einer Weiterfihrung ihrer ersten Studie der D,-Rezeptorbindung
mit einem klinischen PET-Scanner (Hume et al., 1995) untersuchten Hume und Mitarbeiter die
DAT-Bindung bel 6-OHDA-l&dierten Ratten mit einem Kleintiertomographen (Hume et al.,
1996). Als Radioligand wurde ["'C]RTI-121 verwendet. Die Messungen wurden zwischen der
dritten und ftinften Woche nach der L &sion der nigrostriatal en Faserverbindungen durchgefiihrt.
Die DAT-Bindung war imipsilateralen Striatum verglichen sowohl mit der kontral ateralen Seite
alsauch mit beiden Striatain nicht-l&dierten Kontrolltieren um 50% erniedrigt. Uberdies stimmte
das Bindungspotential mit dem Wert Gberein, der bel mit unmarkierten RTI-121 vorbehandelten
Ratten gemessen wurde. Wie in der vorausgegangenen Untersuchung der D,-Rezeptorbindung
war die kontralaterale DAT-Bindung unverandert.

Nguyen und Mitarbeiter untersuchten die DA T-Bindung ebenfalls mit [**C]CFT zwischen
der ersten und dritten Woche nach 6-OHDA-L&sion und fanden in diesem Zeitraum eine
ipsilaterale Reduktion der DAT-Bindung um 65 bis 85% (Nguyen et a., 2000). Diese Resultate
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entsprechen spéteren Befunden, die ebenfalls mit [*'C]CFT as Radioligand erbracht wurden
(Chen et a., 1997, Rubins et a., 1999) und zudem eine Ubereinstimmung mit fMRT- und
Mikrodialysebefunden zeigten.

In einer weiteren Studie untersuchten Opacka-Juffry und Mitarbeiter den Effekt
vollstandiger und subtotaler 6-OHDA-L&sionen auf die DAT-Bindung zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Neurotoxinapplikation (Opacka-Juffry et al., 1996). ,Vollstandige®
L&sionen wurden durch Injektion des Neurotoxins in das mediale Vorderhirnbindel injiziert,
wahrend ,, subtotale” durch 6-OHDA-A pplikation in dasdorsol ateral e Striatum induziert wurden.
Das erste von drei Tieren mit subtotalen L&sionen wurde eine, funf und acht Wochen nach der
L &sion untersucht; ipsi- und kontralaterales Bindungspotential von [*'C]RTI-121 unterschieden
sich dabei zu keinem Zeitpunkt nach 6-OHDA-Injektion. Bei einem zweiten Tier war zwel
Wochen nach der Lasion das ipsi- gegeniiber dem kontralateralen Bindungspotential um 15%
erniedrigt; nach zehn Wochen zeigte sich eine Reduktion um 20%. Bel einer dritten Ratte, die
lediglich einmal - zwei Wochen nach der L&sion - untersucht wurde, war das ipsilaterale
Bindungspotential ebenfalls um 15% reduziert. Alle drei Tiere mit vollsténdigen Lasionen
zeigten eine 100%ige Reduktion der DAT-Bindungimipsilateralen Striatum; dieser Effekt blieb
fUr einen Zeitraum zwischen zwei Tagen und acht Wochen nach der Lasion unveréndert.

In ihrer Untersuchung zu den therapeutischen Effekten neurotropher Faktoren
verwendeten Opacka-Juffry und Mitabeiter die nigrostriatale 6-OHDA-LasionasModell fir die
unilaterale Parkinsonsche Krankheit (Opacka-Juffry et al., 1995). ,Glia cell line-derived
neurotrophic factor* (GDNF) wurde unmittelbar vor der 6-OHDA-Injektion oberhalb der
Substantianigrain dasipsilateralemediale Vorderhirnbiindel appliziert. Zwischen Tag 1 und Tag
21 nach der L&sion wurden wiederholte Messungen mit [**C]RTI-121 durchgefihrt. In nicht mit
GDNF vorbehandelten Ratten war das Bindungspotential zwischen Tag 2 und Tag 21 nach der
L&sion im ipsilateralen verglichen mit dem kontralateralen Striatum um 49% reduziert. Im
Gegensatz hierzu war dieipsilaterale [*'C]RTI-121-Bindung in GDNF-behandelten Ratten nur
um 17% gegenUber der kontralateralen Seite erniedrigt. Diese Befunde wurden durch Verhatens-
und neurochemische Analysen bestétigt: die Rotationsrate nach AMPH-Challenge Uberstieg bei
nicht mit GDNF vorbehandelten Tieren acht Drehungen/Minute, wahrend GDNF-behandelte
Tiere eine durchschnittliche Rotationsrate von drei Drehungen/Minute zeigten. Uberdieswar die
DA-Depletion in der nicht mit GDNF vorbehandelten Gruppe grof3er als 96%, wahrend in der
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GDNF-behandelten Gruppe lediglich Depletionen von etwa 40% beobachtet wurden. Der
ipsilaterale DA-Metabolismus war bel den nicht vorbehandelten Tieren im Vergleich zur
kontralateralen Seite und zu nicht l&dierten Kontrolltieren um 160% erhoht. Bei den
vorbehandelten Tieren zeigte der DA-Metabolismus keine signifikante Verdnderung.

In einer Folgestudie wurden die Effekte von GDNF bei 6-OHDA -1&dierten Ratten Uber
einen Zeitraum von zwolf Wochen nach der L&sion beobachtet (Sullivan et al., 1998). In dieser
Untersuchung wurde GDNF sowohl ipsilateral oberhalb der Substantia nigra als auch in den
lateralen Ventrikel appliziert. Wie in der vorangegangenen Untersuchung reduzierte die
Vorbehandlung mit GDNF die 6-OHDA-induzierte DAT-Degenerationimipsilateralen Striatum:
in den nicht mit GDNF vorbehandelten Tieren war das ipsilaterale Bindungspotential von
[M'C]RTI-121 gegeniiber der intakten kontralateralen Seite zwei, acht und zwélf Wochen nach
der Lasion um 51, 55 und 72% reduziert, wahrend bei den vorbehandelten Tieren lediglich
Reduktionen um 17, 21 und 11% beobachtet wurden. Uberdies verringerte GDNF auch in dieser
Studie das AMPH-induzierte Drehverhalten, die DAerge Depletion und - als Folge hiervon - den
DA-Metabolismus.

Immunmechanismen spielen bel der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen eine
wichtige Rolle. Friihere Studien zeigten, dassdie 6-OHDA -induzierte Degeneration desDAergen
Systems eine gliale Entziindungsreaktion hervorruft (Akiyama & McGeer, 1989). Dabei wird
angenommen, dass diese durch Zyklooxygenasen mediierte Entzindungsreaktion einen der
Faktoren darstellt, die bei neuronaler Degeneration zu A poptose fihren. Cicchetti und Mitarbeiter
untersuchten die mikrogliale Entztindungsreaktion bei 6-OHDA-l&dierten Ratten mit dem
Benzodi azepi nrezeptorantagonisten [ 'C] 1-(2-Chloropheny!)-N-methyl -N-(1-methyl propyl)-3-
isoquinolin-carboxamid ([*'C]PK11195) als spezifischem Liganden fiir aktivierte Mikroglia
(Cicchetti et al., 2002). Das Ausmal3 der 6-OHDA-induzierten striatalen Degeneration wurde mit
dem DAT-Liganden [*'C]CFT bestimmt. Bildgebung erfol gte unmittel bar vor und drei Wochen
nach Neurotoxinapplikation. Drei Wochen nach der Lsion war diestriatale [**C]CFT-Bindung
im Vergleich zur vorangegangenen Messung um 65% reduziert. Die[*'C] PK 11195-Bindung war
in Substantia nigra und Neostriatum um 45 beziehungsweise 67% erhoht; mithin stellen
neuroentzuindliche Prozesse el ne wichtige Komponente progressiver DAerger Degenerationim 6-
OHDA-Modell der Ratte dar.

Die Wirkung der fetalen Zelltransplantation auf die striatale DAT-Bindung wurde bei 6-
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OHDA-ladierten Ratten mit [*'C]CFT als Radioligand untersucht (Brownell et al., 1998). Die
ipsilaterale [**C]CFT-Bindung war verglichen sowohl mit der kontral ateralen Seite als auch mit
nicht operierten Kontrollen um 65 bis 88% reduziert. Nach Ubertragung nicht-DAerger Zellen
aus dem dorsalen Mesenzephalon verblieb die DAT-Bindung auf diesem Niveau, und die Ratten
zeigten keinerlel Verhatenserholung. Im Gegensatz hierzu erreichte die ipsilaterale DAT-
Bindung nach Transplantation DAerger Zellen aus dem ventralen Mesenzephalon 85% der
intakten kontralateralen Seite. Nur die Tiere, die DAerge Zelltransplantationen erhalten hatten,
zeigten eine Erholung von AM PH-induziertem Drehverhalten. Ahnliche Ergebnisse zeigtigte eine
Folgestudie, bel der die Erholung der DAT-Bindung nach Transplantation fetaler DAerger Zellen
mit einer Normalisierung der veranderten fMRT-Signale einherging (Chen et al., 1999).
Embryonale Stammzellen sind sel bst-erneuernde, multipotente Zellen, dieausder inneren
Zellmasse der Blastozyste hervorgehen. So konnte gezeigt werden, dasssich Mausestammzellen,
die normalen Mausen und 6-OHDA -l &dierten Ratten transplantiert wurden, spontan in TH- und
5-HT-positive Neuronen zu differenzieren vermogen (Deacon et al., 1998). Bjorklund und
Mitarbeiter stellten die Hypothese auf, dass die Reduktion des Kontaktes zwischen den
Stammzellen eine Erhdhung des durch die adul te Gastregion ausgetibten Einflusses bedingt und
folgerten hieraus, dass durch eine Verdiinnung der Stammzellen in Einzelzell suspensionen
niedriger Konzentration die neuronal e Entwicklung begiinstigt wiirde (Bjorklund et al., 2002).
Um dies zu testen, wurde Ratten 6-OHDA in das mediale Vorderhirnblndel appliziert; nach
Quantifizierung des AMPH-induzierten Drehverhatens erfolgte die Transplantation von
Mausestammzellen in das |&dierte Striatum. Als Mal3 fur die Differenzierung DAerger Zellen
wurde die DAT-Bindung mittels [*'C]CFT gemessen. Neun Wochen nach der | mplantation war
die[*'C]CFT-Bindungim | &dierten Striatum verglichen mit der intakten kontralateralen Seite um
75 bis 90% erhoht. Bei den mit 0.9% NaCl behandelten Kontrolltieren betrug die [*'C]CFT-
Bindung weniger als 25% der Bindung im unl&dierten Striatum. Die Zunahme der DAT-Bindung
ging mit einer Erholung von AMPH-induziertem Drehverhaten einher. Zusétzliche
immunohistochemische Studien zeigten die Expression TH-positiver wie auch DAerger und 5-
HTerger Neuronein den Striatamit Stammzellimplantaten. Untersuchungen mit IMRT ergaben
zudem eine hamodynamische Reaktion auf AMPH in den behandelten Striata und im
ipsilateralen sensomotorischen Kortex. Dabel waren die Signale in den behandelten und

unl&dierten Striata hinsichtlich GrolRe und Zeitverlauf dhnlich, wahrend in den ,, sham‘-
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behandelten Kontrolltieren keinerlel V eranderungen beobachtet wurden.

In der Studie von Ingji und Mitarbeitern wurde neben der D,-Rezeptor- (s. Kapitel
1.2.2.1.) auch die DAT-Bindung an Tag 13 bis 15 nach 6-OHDA-Lasion untersucht (Ingji et al.,
2005). Dabei wurde 6-OHDA in zwel verschiedenen Dosen (0.25 ng/mi, 2 ng/m) in das rechte
mediale Vorderhinbiindel appliziert. Als DAT-Radioligand wurde [**C]N-(3-iodoprop-2E-enyl)-
2b-carbomethoxy-3b-(4’ -methylphenyl)-nortropan ~ ([*'C]PE21) verwendet. Die PET-
Untersuchungen ergaben eine dosi sabhangige Reduktion der striatalen [**C] PE21-Bindung um 42
(0.25 ng/m 6-OHDA) beziehungsweise 87% (2 ng/m OHDA) verglichen mit der kontralateralen
Seite. Zusdatzlich durchgefiihrtein vitro Autoradiographiestudien erbrachten &hnliche Resultate,
wobei die gemessene [*'C]PE21-Bindung bei 60 (0.25 ng/m OHDA) beziehungsweise 98 % (2
ny/m OHDA) der kontralateralen Kontrollwerte lag. Es bestand eine signifikante negative
Korrelation zwischen dem Bindungspotential und der Anzahl der Drehungen nach
M etamphetamin(M AM PH)-Challenge.

1.2.3.2. SPECT

Morbus Parkinson. Die erste Untersuchung der DAT-Bindung bei 6-OHDA-I&dierten
Ratten mit einem dedizierten Kleintier-SPECT wurde von Booij und Mitarbeitern durchgefihrt
(Booij et a., 2002). Die SPECT-Messsung erfolgte 14 Tage nach der Lasion; as Radioligand
wurde[*2*1]FP-CIT verwendet. Die Untersuchung ergab eine 29%ige Reduktion desipsilateralen
striatozerebellaren Quotienten im Vergleich zur intakten kontralateralen Seite.

Uberdies wurde die striatale DAT-Bindung bei der 6-OHDA -l &dierten Ratte mit einem
aufgeristeteten klinischen Scanner (Siemens Orbiter ZL C 3700, Pinhole-Kollimator, Pinhole-
Durchmesser: 2 mm) untersucht (Scherfler et a., 2002). Die SPECT-Messung erfolgte sieben
Wochen nach der 6-OHDA-Lasion mit [*31]R-CIT als Radioligand und ergab zum einen eine
Reduktion des ipsilateralen striatozerebell&ren Quotienten um 61% im Vergleich zur nicht-
ladierten kontralateralen Seite und zum anderen eine Reduktion um 52% gegentiber nicht-
|adierten K ontroltieren. Es bestand eine signifikante K orrel ation zwischen der striatalen [*21]3-

CIT-Aufnahme und der nigralen TH-Immunoreaktivitét.
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1.2.4. Stand der in vivo Untersuchung des dopaminergen Systems mit dedizierter

Kleintiertomographie

1.24.1. PET

PCR-l (s. Tab. | im Anhang). Die in vivo Untersuchungen 6-OHDA-l&dierter Ratten
zeigten eine Reduktion der DAT-Bindung im ipsilateralen Neostriatum (Chen et al., 1997,
Nguyen et al., 2000, Cicchetti et a., 2002). Diese Resultate entsprechen den mit RATPET (Hume
et al., 1996), MicroPET (Rubins et a., 1999) und Hamamatsu SHR-7700 (Ingji et a., 2005)
erzielten Befunden. Die Degeneration des DAergen Systems geht mit einer Mikroglia-
Aktivierung einher (Cicchetti et a., 2002), woraus sich auf eine Beteiligung
neuroinflammatorischer Prozesse bei der 6-OHDA-induzierten Degeneration der DAergen
Neurone schlief3en l&asst. Die postoperative Erholung sowohl der DAT-Bindung als auch des
motorischen Verhaltens wurde durch die Transplantation DAerger ventraler mesenzephaler
Zellen faszilitiert (Brownell et al., 1998, Chen et a., 1999). Diese Ergebnisse bestétigen
autoradiographische Befunde, die ebenfalls eine Erholung der DAT-Bindung, der DA-
Konzentration, des DA-Metabolismus und der motorischen Funktion nach Implantation fetaler
DAerger Zellen zeigten (Hashitani et al., 1998). In den spaten achtziger Jahren wiesen
verschiedene Arbeitsgruppen nach, dass fetale Implantate in das Striatum von Parkinson-
Patienten integriert werden kénnen und zu einer teilweisen Wiederherstellung der DAergen
Funktion fihren (s. Ubersichtsarbeit von Nikkah & Brandis, 1995). Die Weiterentwicklung
dieses Behandlungsansatzes wird jedoch dadurch erschwert, dass fur die Induktion
therapeutischer Effekte grof3e Mengen fetaler mesenzephaer Zellen erforderlich sind. Von
zukunftweisender Bedeutung konnte hierbel die Applikation von Stammzellen sein, die eine
praktisch unbegrenzte Quelle sich sel bst-erneuernder Progenitorzellen darstellen. Invivo konnte
gezeigt werden, dass die Transplantation niedriger Dosen undifferenzierter Stammzellen in das
Striatum eine Proliferation differenzierter DAerger Neuroneinduzierte (Bjorklund et al., 2002).
In Anbetracht der kiirzlich erfolgten I solierung menschlicher Stammzelllinien (s. Ubersichtsarbeit
von Thomson & Marshall, 1998) ertffnen diese Resultate die Moglichkeit, embryonale

Stammzellen als Donorquelle fir die Behandlung der Parkinsonschen Krankheit zu nutzen.
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Mit Ausnahme einer einzigen Studie (Cicchetti et al., 2002) beschrankt sich die
Bildgebung der DAT-Bindung mit dem PCR-I-Scanner auf das Striatum der Ratte (Chen et al.,
1997, 1999, Brownell et a., 1998, Nguyen et a., 2000, Bjorklund et al., 2002). In der ersten mit
diesem Scanner durchgefihrten Studie, die die Untersuchung des Glucosemetabolimus im
Neokortex nach experimentell induziertem Schlaganfall zum Gegenstand hatte, implementierten
Brownell und Mitarbeiter eine Partialvolumenkorrektur mit Recovery-K oeffizienten zwischen
0.22 und 0.4 fur kortiale ROIs zwischen 3.5 und 5.5 mm Groéf3e (Brownell et al., 1991). Eswurde
keine Spill-over-K orrektur vorgenommen. Die ROI-Positionierung erfol gte durch Uberl agerung
der PET-Bilder mit histopathol ogischen Schnitten. |m Gegensatz hierzu wurde bel den néchsten
PCR-I-Untersuchungen an 6-OHDA -l&dierten Ratten (Chen et al., 1997, 1999, Brownell et a.,
1998, Nguyen et al., 2000, Bjorklund et al., 2002, Cicchetti et al., 2002) keine Partial volumen-
Korrektur durchgeftihrt. Ebensowenig erfol gte eine konsi stente Spill-over-K orrektur; einefMRI-
Studie (Chen et a., 1997) ergab lediglich, dass die im Parietalkortex gemessenen
Radioaktivitétskonzentrationen infolge Spill-overs aus dem Neostriatum um 10 bis 15%
Uberschétzt wurden. Wie oben ausgefiihrt, macht das Fehlen einer konsi stenten Partial volumen-
und Spill-over-Korrektur die absolute Quantifizierung der Daten unmdglich. Dies gilt
insbesondere fur die Untersuchung der Substantia nigra mit anterioposterioren und
dorsoventralen Durchmessern von etwa 2 mm (Cicchetti et a., 2002). Des Weiteren reflektiert
die verminderte Radioaktivitétsakkumulation im ipsilateralen Striatum in Lasionsmodellen wie
der 6-OHDA -l &dierten Ratte die | &sionsinduzierte Reduktion der spezifischen Bindung, wahrend
sich vor der Lasion die Signale in rechtem und linkem Striatum gegenseitig verstérken, dadie
Entfernung zwischen ihnen die rdumliche Aufl6sung des Systems unterschreitet (Hume et al.,
1996). Dies bedeutet, dass die folgenden Vergleiche valide bleiben: (a) Vergleich zwischen
|&dierter und nicht-ladierter Seite (Chenetal., 1997, Nguyen et al., 2000), (b) Vergleich zwischen

|&dierter und transplantierter Seite (Brownell et a., 1998, Chen et al., 1999, Bjorklund et al.,

2002), und (c) Vergleich zwischen verschiedenen Zustanden derselben Seite (zum Beispiel vor
und nach Lasion [Cicchetti et a., 2002]). Hingegen konnen V erglei che zwischen den Seiten bei
Kontrollen oder erholten Tieren durch den Mangel an Spill-over-Korrektur konfundiert sein.

Hamamatsu SHR-2000 (s. Tab. | im Anhang). Die mit dem Hamamatsu SHR-2000
durchgefiihrten Rezeptorstudien zu den Mechanismen der Verstarkung zeigten eine Mediierung

der DAergen Neurotransmission durch das opioide System (Unterwald et al., 1997). Uberdies
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war die DA-Rezeptorbindung nach der V erabrei chung von Kokain in Binge-Form verringert, um
nach Entzug der Droge wieder anzusteigen (Tsukadaet al., 1996, Maggos et al., 1998). Separat
durchgefihrte in vivo Séttigungsbindungsstudien ergaben jedoch keine Reduktion der DA-
Rezeptordichte nach Binge-Verabreichung von Kokain (Tsukada et al., 1996). In ihrer
Untersuchung zur Altersabhangigkeit der DAT-Bindung zeigten Kawamuraund Mitarbeiter eine
Reduktion der beiden Ratenkonstanten ks und k4, wéhrend der Quotient - das Bindungspotential -
unverdndert blieb (Kawamura et a., 2003). Im Gegensatz hierzu ergaben sich fur die
verschiedenen Altersgruppen bei der Gewebedissektionsmethode signifikante Unterschiede
zwischen den striatozerebell&ren Quotienten, die dem mit der vereinfachten Referenzgewebe-
Methode ermittelten Bindungspotential entsprechen. Da in friheren Experimenten gezeigt
worden war, dass |sofluran die [**C]CFT-Bindung im Affengehirn verandert (Tsukada et al.,
1999), schlossen die Autoren, dass die Anasthesie mdglicherweise bei aten und jungen Ratten
unterschiedliche Einfliisse auf die DAT-Bindung zeitigt, die zu dem unerwarteten in vivo Befund
einer nicht ersichtlichen altersabhangigen Veranderung des Bindungspotential s fiihren.
Rezeptorbindungsstudien zeigten eine atersabhdngige Reduktion der Do-
Rezeptorbindung (Suzuki et al., 2001). Der zeitliche Beginn der Degeneration stimmte jedoch in
vivo und in vitro nicht Gberein; in vitro konnte eine Reduktion der D,-Rezeptorbindung bereits
bei zwdlf Monate alten Tieren beobachtet werden, wahrend siein vivo erstin einem Alter von 18
Monaten in Erscheinung trat. Applikation eines die cDNA des D,-Rezeptors enkodierenden
adenoviralen Vektorsinduziert einen kurzzeitigen Anstieg der D,-Rezeptorbindung bei juvenilen
Ratten (Umegaki et al., 1997, Ogawaet a., 2000); dieslegt ein Potenzia adenoviraer Vektoren
fur die Behandlung von Defiziten nahe, die mit einer progressiven Reduktion der Do-
Rezeptorbindung einhergehen. In Ratten mit exzitotoxischen striatalen L &sionen waren Aza-, D;-
und D2-Rezeptorbindung auf der 1&dierten verglichen mit der nicht-ladierten Seite reduziert;
dieses Resultat entspricht ex vivo wie auch in vitro erzielten autoradiographischen Befunden
(Ishiwataet al., 2002a). In einer weiteren Studie wurde eine verminderte striatale Aufnahmevon
["'C]Racloprid auf der ladierten Seite beobachtet, wahrend eine erhohte Aufnahme fir
[**C]Nemonaprid und [*'C]M SP nachgewiesen wurde (Ishiwata et al., 2002b). Dieser Befund
wurde weder durch in vitro noch durch ex vivo Autoradiographie bestétigt, die fur ale drel
Liganden reduzierte Rezeptorbindungen zeigten. Bemerkenswert ist dabei jedoch, dass auch

Araujo und Mitarbeiter mit einem Strukturanal ogon von [*C]MSP, [*'F]ESP, friihzeitig nach der
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Vornahme der QA-Lé&sion eine Zunahme der D,-Rezeptorbindung nachzuweisen vermochten
(Araujo et al., 2000). Autoradiographische Studien haben gezeigt, dass Spiperon und seine
Analoga nicht nur an D,- sondern auch an andere Rezeptoren - insbesondere an 5-HT,-
Rezeptoren - binden (s. Ubersichtsarbeit von Seeman & Grigoriadis, 2001). Mithin kénnte die
Zunahme der [**C]M SP- und [**F] ESP-Akkumulation nicht nur auf die striatale D,- sondern auch
auf diekeinerlei Depletion unterliegende 5-HT »-Rezeptorbindung zuriickzuf ihren sein. Uberdies
wird ein Abhangigkeitsverhditnis zwischen der Radioligandenbindung und der DA-
Rezeptoraffinitdt angenommen. Dabei kann jeder DA-Rezeptor entweder in einem Zuustand
hoher oder in einem Zustand niedriger Affinitét zu DA vorliegen (s. Ubersichtsarbeit von Seeman
& Grigoriadis, 2001); mithin kann die Konversion von einem Affinitétszustand in den anderen zu
veranderten Préferenzen fUr die applizierten Radioliganden verglichen mit dem endogenen DA
fuhren.

Die mit dem Hamamatsu SHR-2000 durchgefiihrten Studien beschranken sich auf
Neokortex und Striatum der Ratte. Die mit dem Neokortex befassten Studien hatten
Glucosemetabolismus und Gehirnperfusion zum gegenstand, nicht aber die DA-Rezeptorbindung
und werden daher in dieser Ubersicht nicht weiter beriicksichtigt. In den Studien, die die
Untersuchung der Rezeptorbindung zum Gegenstand hatten, wurde nicht fur moglichen Spill-
over aus den Harderschen Drisen korrigiert (Tsukada et a., 1996, Unterwald et a., 1997,
Maggoset al., 1998, Ogawaet al., 2000, Suzuki et al., 2001, Umegaki et al., 2002, Ishiwataet a.,
2002a, b, Kawamura et al., 2003). Problematisch ist Uberdies der Datenvergleich tber die Zeit
oder zwischen den Gruppen, dadie Positionierung der ROl sinfolge mangelnder morphol ogischer
Koregistrierung bel den individuellen Messungen voneinander abweichen kann. Ishiwata und
Mitarbeiter flhrten Bindungsstudien mit verschiedenen D,-Rezeptorliganden im Striatum der
Ratte durch und bericheten, dassdie mit PET gemessenen striatozerebel |éaren Quotienten infolge
von Partialvolumeneffekten nur die Hélfte der mit dem Gammazadhler nach post mortem
Dissektion ermittelten Quotienten erreichten (Ishiwata et al., 1999). In einer spateren Studie
waren die mit ex vivo und in vitro Autoradiographie bestimmten Bindungspotential s gegentber
den mit PET ermittelten Werten um 28 und 53% fur Aza-, 53 und 67% fur D;- und 17 und 43%
fUr Do-Rezeptoren erniedrigt (Ishiwata et al., 2002a). Entsprechend zeigte auch die Studie von
Kawamuraund Mitarbeitern, dass die mit PET bestimmten striatalen Bindungspotentiale 65 bis

74% der mit dem Gammazéhler nach post mortem Dissektion erhaltenen Werte betrugen
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(Kawamuraet a., 2003). Inihrem Bestreben, eine Partial volumenkorrektur zu etablieren, fuhrten
Ishiwata und Mitarbeiter eine Studie mit drei Phantomen durch, die 1) das Striatum, 2) das
Zerebellum und 3) das Striatum samt umliegenden Neokortex vorstellten (Ishiwataet al., 2002a).
Die Recovery-Wertein den 25 mm? und 60 mm? grof3en ROIs auf den Bildern des Striatum- und
Zerebellumphantoms waren vergleichbar (45 und 44%), wéhrend die Recovery in der 25 mm?
grofen ROI innerhalb des Kortexphantoms erhoht war. Ishiwata und Mitarbeiter berichteten
zudem, dass sich die gemessenen striatokortikalen Quotienten zwischen den Radioliganden
unterschieden und zeitabhangig variierten. Auf Grund dieser Schwierigkeiten verzichteten sie auf
die Implementierung einer Partialvolumenkorrektur. Offensichtlich beeintrachtigen die
beschriebenen Effekte auch die Vergleichbarkeit der Veranderungen in den einzelnen
Rezeptorsystemen, die Gegenstand der von Ishiwata und Mitarbeitern durchgefihrten
Untersuchung waren (Ishiwata et al., 2002a).

Dain keiner der mit dem Hamamatsu SHR-2000 durchgefihrten Untersuchung zur
striatalen Rezeptorbindung eine Partialvolumenkorrektur vorgenommen wurde, wurden die
striatalen Radioaktivitatskonzentrationen konsistent unterschétzt. Wie schwer dieser Umstand
wiegt, hangt jedoch von der Art der Fragestellung ab: werden Zwischengruppenvergleiche oder
Vergleiche Uber die Zeit durchgefihrt, wie esin samtlichen Rezeptorbindungsstudien (Tsukadaet
al., 1996, Unterwald et al., 1997, Maggos et al., 1998, Ogawa et a., 2000, Suzuki et al., 2001,
Umegaki et al., 2002, Ishiwata et a., 2002a, b, Kawamura et a., 2003) der Fall war, sind die
absoluten Bindungspotentialwerte zwar nicht korrekt, bleiben jedoch zwischen den einzelnen
Versuchstieren vergleichbar, da der Recovery-Koeffizient as ein konstanter Faktor in die
Berechnung des Bindungspotential s eingegangen wére. Suzuki und Mitarbeiter untersuchten den
Einfluss unterschiedlich  grof3er  Partialvolumeneffekte auf die  gemessenen
Radioaktivitétskonzentrationen, indem sie die striatale Rezeptorbindung sechs und 24 Monate
alter Ratten verglichen (Suzuki et a., 2001). Die Grof3e des Striatums unterschied sich lediglich
geringfigig zwischen den Altersgruppen; mithin variiert die Recovery bei Tieren
unterschiedlichen Altersin nur geringem Mal3e, wodurch die Partialvolumeneffekte bei einem
Vergleich der Rezeptorbindung Uber die Altersgruppen vernachlassigbar werden.

Im Ubrigen bedarf in diesem Zusammenhang ein interessanter Befund besonderer
Erwéhnung: Umegaki und Mitarbeiter fanden as einzige mittels PET und ex vivo

Autoradiographie quantitativ vergleichbare Werte (Umegaki et al., 2002). Es ist schwierig,
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diesen Umstand zu erkl&ren, da die Autoren nicht berichten, eine Partialvolumenkorrektur
vorgenomment zu haben. Dajedochinihrer Studie die Definition der ROIsmit Hilfevon MRT-
Bildern des Rattenkopfes (Hayakawaet al., 2000) erfolgte, ist esdenkbar, dassdieses Verfahren
eine exaktere Positionierung innerhalb striatal er Anteile grof3eren Durchmessers erlaubte und auf
diese Weise die Vergleichbarkeit von in vivo und ex vivo Ergebnissen erhdhte.

Hamamatsu SHR-7700 (s. Tab. | im Anhang). Die in vivo Untersuchungen 6-OHDA.-
|&dierter Ratten zeigten eine Erhohung der D,-Rezeptorbindung und eine Reduktion der DAT-
Bindung im ipsilateralen Neostriatum (Ingji et a., 2005). Diese Resultate entsprechen den mit
PCR-I (Chen et a., 1997, Nguyen et a., 2000, Cicchetti et a., 2002), RATPET (Hume et a.,
1996) und MicroPET (Rubinset al., 1999) erzielten Befunden. Die Bedeutung dieser Arbeit liegt
in der Untersuchung des korrelativen Zusammenhanges zwischen enerseits DAT- und D-
Rezeptorbindung und andererseits M AM PH- und APO-induziertem Drehverhalten. Dabel zeigten
die PET-Untersuchungen zum e nen el ne dosi sabhangige Reduktion der DAT-Bindung und zum
anderen eine dosisabhangige Zunahme der D,-Rezeptorbindung im ipsilateralen Neostriatum,
welch letztere als kompensatorische Hochregulation der D,-Rezeptoren interpretiert werden
kann. Die D,-Rezeptordichte steigt dabei mit der GrofRe der Lasion, die positiv mit der
Auspragung des 6-OHDA-induzierten Drehverhaltens korreliert. Die DAT-Dichte hingegen
nimmt mit der Groéf3e der Lasion ab und korreliert infolgedessen negativ mit der Anzahl der 6-
OHDA -induzierten Drehbewegungen. Im Gegensatz zur dosi sabhéngigen Reduktion der DAT-
Bindung jedoch fiihrte die niedrigere 6-OHDA-Dosis zu keiner Zunahme der MAMPH-
induzierten Drehungen; eine solche war erst nach Applikation der htheren Neurotoxindosis zu
beobachten. Diese Diskrepanz resultierte in einer hyperbolischen Regressionsgeraden, die mit
einem Korrelationskoeffizienten von 0.901 eine signifikante negative Korrelation anzeigte.
Insgesamt zeigt dieser Befund, dass geringergradige Depl etionen der prasynaptischen DAergen
Innervation, die auf der Verhaltensebene noch keine funktionellen Beeintréchtigungen zeitigen,
bereits in vivo durch eine deutliche Reduktion der ipsilateralen DAT-Bindung gekennzeichnet
sind.

In dieser Studie wurde weder eine Spill-over- noch eine Partialvolumenkorrektur
vorgenommen. Dies ist die Ursache dafir, dass die mit PET gemessene Erhéhung der Do-
Rezeptorbindung stérker ausgepragt ist alsdiein vitro mit Autoradiographie bestimmte, wahrend
fUr die Erniedrigung der DAT-Bindung das Umgekehrtegilt. Dabel kanndieinvivoim Vergleich
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zur in vitro Bedingung erhohte D,-Rezeptorbindung auf Spill-over-Effekte zurlickgefhrt
werden, wahrend der Partialvolumeneffekt zu einer weiteren Unterschétzung der imipsilateralen
Striatum ohnedies reduzierten Radioaktivitétsakkumulation fuhrt. In Anbetracht dessen ist die
absolute Quantifizierung auch in dieser Studie konfundiert, wahrend - wiein den mit dem PCR-I
und dem RATPET durchgefihrten Untersuchungen - die Vergleiche zwischen ladiertem und
nicht-1&diertem Striatum valide bleiben.

RATPET (s. Tab. | im Anhang). Die in vivo Studien an Ratten mit unilateraen
nigrostriatalen 6-OHDA -L &si onen zeigten eine Reduktion der ipsilateralen DAT-Dichte, dieihre
Ursache in der Degeneration der prasynaptischen DAergen Neurone hat (Hume et al., 1996).
Diese Befunde wurden durch spétere, mit dem PCR-1 (Chen et al., 1997, Nguyen et al., 2000,
Cicchetti et ., 2002), dem MicroPET (Rubins et al., 1999) und dem Hamamatsu SHR-77000
(Inaji et al., 2005) durchgefuhrte Untersuchungen bestétigt. Tiere mit vollstéandigen striatalen
L &sionen zeigten eine komplette DAT-Depletion, wéhrend die Befunde bei Tieren mit subtotalen
L &sionen inkonsistent waren (Opacka-Juffry et al., 1996). Dabei diesen Tieren biszu 18 Tagen
nach der Operation kein AM PH-induziertes Drehverhalten beobachtet werden konnte, waren die
DAergen Lésionen offensichtlich nicht schwerwiegend genug, um langanhatende
Verhaltensdefizite hervor zu rufen. Dies stimmt mit neurochemischen Befunden tberein, dieeine
ipsilaterale DAerge Depletion von lediglich 21% zei gten. Ebenso bestanden keine signifikanten
Seitenunterschiede hinsichtlich der Anzahl TH-positiver Neurone in Substantia nigra oder
ventraler tegmentaler Area. Aus dem Umstand, dass diese Ergebnisse friheren Befunden
widersprachen, die mit der gleichen 6-OHDA-Dosis und gleichem Applikationsort (8 pg/4 ul in
das Neostriatum; Przedborski et a., 1995) erzielt worden waren, schlossen die Autoren, dassdas
Modell der striatalen 6-OHDA -L &sion auf Gund seiner hohen Variabilitét fr die Darstellung von
Neuroprotektion und neuroregenerativen Prozessen ungeeignet sei und kehrten in den
nachfol genden Untersuchungen zum nigrostriatalen 6-OHDA-Modéell zurtick. Untersuchungen zu
moglichen neuroprotektiven und neuroregenerativen Behandlungsansétzen zeigten dabei einen
Erhalt der prasynaptischen DAT-Bindung durch V orbehandlung mit GDNF (Opacka-Juffry et a.,
1995, Sullivan et a., 1998); dieser Befund zeigt, dass GDNF die DAergen Nervenendigungen
gegen die neurotoxische Wirkung von 6-OHDA zu schiitzen vermag.

Striatale Transplantate bilden zahlrei che neuronal e V erbindungen mit dem Wirtsgewebe

aus, das Afferenzen aus Neokortex, Substantia nigra und Thalamus erhélt und Efferenzen zum
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Globus pallidusund zurtick zur Substantia nigraentsendet (s. Ubersichtsarbeit von Fricker-Gates
et a., 2001). In einer ersten Studie an einem Rattenmodell fur die Chorea Huntington konnte
gezeigt werden, dassdie Implantation fetaler Zellen in das Neostriatum die Do-Rezeptorbindung
auf der ladierten Seite erhoht (Torres et a., 1995). Dabel zeigten elektronenmikroskopische
Studien, dass die synaptischen Interaktionen in den P-Zonen erfolgen, die - wie gemeinhin
angenommen wird - das striatuméhnliche Gewebe innerhalb der heterogenen Transplantate
reprasentieren. Eine Moglichkeit, die Funktionalitét der striatalen Transplantate zu verbessern, ist
die VergroRerung der P-Zonen durch die Verwendung jingeren Gewebes; so beobachteten
Fricker und Mitarbeiter, dass fetale Zellen von jlingeren Embryonen ein hdheres regeneratives
Potenzial aufweisen, wobei die so behandelten Tiere sowohl eine Erholung des Verhatens as
auch der D;- und Do-Rezeptorbindung zeigen (Fricker et al., 1997).

Mit Ausnahme zweier Studien, die die 5-HT14-Rezeptorbindung in frontalem Kortex,
Cingulum, Hippokampus und Raphekernen (Hirani et al., 2000, Hume et a., 2001) zum
Gegenstand haben, wurdein den mit dem RATPET durchgeftihrten Experimenten ausschliefdich
die Transporter/Rezeptorbindung im Neostriatum der Ratte untersucht. Hume und Mitarbeiter
sprechen haufig das Problem der Partialvolumen- und Spill-over-Korrektur an (Hume et al.,
1996, Myerset a., 1999). Inihrer ersten mit einem klinischen Scanner (Siemens ECAT-953B)
durchgefihrten Studie implementierten sie eine Spill-over-Korrektur (Humeet al., 1995), doch
in keiner der hier vorgestellten Untersuchungen wurde eine Partialvolumenkorrektur
durchgefihrt. Zwischen den mit dem RATPET und mit einem Gammazahler nach post mortem
Dissektion ermittelten striatozerebell&ren Quotienten bestand eine lineare Beziehung, obwaohl
sich dieWerte um einen Faktor 5 unterschieden (Humeet a., 1996). In Anbetracht dessenist die
absolute Quantifizierung auch in den RATPET-Studien konfundiert. Hingegen bleiben - wiein
den mit dem PCR-l und dem Hamamatsu SHR-7000 durchgefiihrten Untersuchungen - die
Verglei che zwischen l&diertem und nicht-l&diertem (Opacka-Juffry et al., 1995, 1996, Hume et
al., 1996, Fricker et al., 1997, Sullivan et al., 1998), transplantiertem und |&diertem (Torreset al .,
1995, Fricker et a., 1997) und |&diertem und mit dem unmarkierten Liganden vorbehandeltem
Striatum (Hume et a., 1996) valide. Dies gilt auch fur die Studie zur Untersuchung des
Einflusses von L-DOPA auf die D,-Rezeptorbindung (Opacka-Juffry et al., 1998), da die
Bindungsdaten nicht zwischen den Seiten verglichen sondern Uber beide Seiten gepoolt und

zwischen den Behandlungsgruppen verglichen wurden.
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HIDAC (s. Tab. | im Anhang). Le Masurier und Mitarbeiter beschrieben eine AMPH-
induzierte Reduktion der striatalen Do-Rezeptorbindung, wobel die Verabreichung einer
tyrosinfreien Aminosauremischung eineVerringerung dieser Reduktion zeitigte, ohnesiejedoch
vollstdndig zu blockieren (Le Masurier et al., 2004). Der Befund einer AMPH-induzierten
Reduktion stimmte mit den Ergebnissen friherer Studien tberein, in denen PET mit in vivo
Mikrodialyse kombiniert wurde (Hume et al., 1992, Houston et al., 2002). Uberdies bestétigten
die Kleintier-PET-Befunde frihere in vivo Mikrodialysestudien, die eine 50 bis 70%ige
Reduktion der AM PH-induzierten Abnahme der D,-Rezeptorbindung nach V erabreichung einer
tyrosinfreien Aminosauremischung beschrieben (Mc Tavish et al., 1999). AlsUrsacheder Manie
wird eine Uberaktivitét des DAergen Systems angenommen; mithin legen diese Befunde eine
Eignung der Tyrosindepletion fir die Behandlung akuter Manie nahe.

In der Studie von Le Masurier und Mitarbeitern wurde weder eine Spill-over- noch eine
Partial volumenkorrektur vorgenommen (LeMasurier et a., 2004). Ihre Methode erwiessich als
ungeeignet fur die zuverlassige Detektion spezifischer D,-Rezeptorbindung im Neokortex. Die
Autoren beobachteten lediglich eine leichte Bindungsheterogenitét im Tuberculum olfactorium
und im frontalen Kortex und fuhrten dies zum Teil auf Spill-over aus den Harderschen Driisen
zurtick. Nichtsdestoweniger hatten bereits frihere Studien von Le Masurier und Mitarbeitern
einen lediglich geringen Einfluss der Tyrosindepletion auf Katecholaminsynthese und c-fos-
Expression in kortikalen Regionen gezeigt (Le Masurier et a., 2003).

MicroPET/MicroPET®RA4 (s. Tab. | im Anhang). Untersuchungen an 6-OHDA-I&dierten
Ratten zeigten eine Reduktion der D,-Rezeptor- und DAT-Bindung auf der Seite der La&sion
(Rubinset a., 1999, s. Ubersichtsarbeit von Phelps, 2000). Bei Huntington-Patienten und nicht-
humanen Primatenmodellen fr diese Erkrankung wurde ein reduzierter Glucoseverbrauch in
beiden Striataund im zerebralen Kortex beobachtet (Y oung et a., 1986, Brownell et al., 1994).
Dieser Befund wurde fiir das QA-Modell der Ratte bestétigt (Araujo et al., 2000). Uberdiesergab
die Studie von Araujo und Mitarbeitern, dass sich die Bindung von [ **F] ESP an den D,-Rezeptor
zu der Zeit signifikant erhohte, in der die [**F]FDG-Aufnahme durch eine Reduktion
gekennzeichnet war (Araujo et a., 2000).

Untersuchungen der D,-Rezeptorbindung vor und nach pharmakol ogischer Challenge mit
AMPH und MP ergaben Reduktionen des Bindungspotential s gegeniiber der Baseline (Schiffer et
al., 2006). Dieses Ergebnis bestétigte friihere Befunde an Menschen (Volkow et al., 1994, 1999)
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und nicht-humanen Primaten (Mach et al., 1997). Wie zusétzlich durchgefthrte in vivo
Mikrodialysestudien zeigten, gingen die Reduktionen der D,-Rezeptorbindung mit Erhthungen
der extrazelluldren DA-Konzentrationen einher (Schiffer et al., 1996). Dabel gingen Schiffer und
Mitarbeiter von der Annahme aus, dass die Messung der Do-Rezeptorbindung vor und nach
pharmakol ogischer Challenge eine - wiewohl indirekte - Aussage tUiber dieV erdnderung der DA-
Konzentration im ,synaptischen Kompartiment* ermdglicht, wahrend durch die
Mikrodialysesonde unmittelbar die DA-Konzentrationen im , extrazelluldren Kompartiment”
abgegriffen wird. Fir AMPH konnte eine lineare Beziehung zwischen ,, synaptischen® und
»extrazellularen® Veranderungen der DA-Konzentration nachgewiesen werden (Laruelleet al.,
1996, Breier et a., 1997). Aufgrund der unterschiedlichen Wirkweisen von einerseits AMPH und
MP an der prasynaptischen und andererseits endogenem und exogenem Liganden an der
postsynaptischen Endigung postulieren Schiffer und Mitarbeiter jedoch, dass die
pharmakol ogisch induzierten Veranderungen der extrazellularen DA-K onzentration quantitativ
nicht in jedem Falle exakt mit den Veranderungen der synaptischen DA-Konzentration
Ubereinstimmen (Schiffer et al., 2006). Diese Hypothese wird durch ihren Befund belegt, der
eine dhnliche Beeinflussung der synaptischen DA-Konzentration durch AMPH und MP, jedoch
eine vierfach hohere Zunahme der extrazellularen DA-Konzentration nach Vorbehandlung mit
AMPH zeigte (Schiffer et a., 2006).

In keiner der mit dem MicroPET durchgef Uihrten Untersuchungen wurde eine Spill-over-
oder eine Partialvolumenkorrektur vorgenommen. Wie in den mit dem Ubrigen PET-Scannern
durchgeftihrten Studien kann die absolute Quantifizierung auf Grund dieses Umstandes
konfundiert sein. Untersuchungen des Glucosemetabolismus' an einem Rattenmodell fir
traumati sche Gehirnverletzung haben gezeigt, dassdie mit dem MicroPET erhaltenen LMRGIc-
Werte die autoradiographisch ermittelten um 17% unterschreiten (Moore et a., 2000). Der
Einfluss des Partia volumeneffektes auf die gemessenen Radioaktivitdtskonzentrationen wurdein
keiner Studie durch den Vergleich mit ex vivo Verfahren quantifiziert. Die Resultate bleiben
jedoch valide, da entweder striatozerebellare Quotienten zwischen |&dierter und nicht-ladierter
Seite (Rubins et al., 1999, Phelps, 2000, Araujo et a., 2000) oder Bindungspotentiale vor und

nach pharmakologischer Intervention (Schiffer et al., 2006) verglichen wurden.
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1.24.2. SPECT

Hoch-aufl 6sendes Pinhole-SPECT (Universitdt Amsterdam; s. Tab. |1 im Anhang). Die
Untersuchung der DAT-Bindung bel 6-OHDA-ladierten Ratten ergab eine Reduktion des
ipsilateralen striatozerebelldren Quotienten im Vergleich zur intakten kontralateralen Seite
(Booij et al., 2002). Diese Daten stimmen mit den mit Kleintier-PETserzielten Befunden Uberein
(Humeet al., 1996, Chenetal., 1997, Rubinset a., 1999, Nguyen et a., 2000, Ingji et a., 2005).
In der SPECT-Studie wurde weder eine Spill-over- noch eine Partialvolumenkorrektur
vorgenommen.

Hoch-aufl dsendes Pinhole-SPECT (Universitat Innsbruck; s. Tab. 111 im Anhang). Die
Untersuchung der DAT-Bindung bel 6-OHDA-I&dierten Ratten ergab auch hier eine Reduktion
der ipsilateralen striatozerebellaren V3’ -Werteim Vergleich zur nicht-l1&dierten kontral ateralen
Seite und eine Reduktion gegentiber nicht-1&dierten Kontrollen (Scherfler et a., 2002). Diese
Daten stimmen sowohl mit den Pinhole-SPECT-Befunden der Universitét Amsterdam (Booij et
a., 2002) als auch mit den oben beschriebenen Kleintier-PET-Befunden Uberein (Hume et al.,
1996, Chen et al., 1997, Rubins et al., 1999, Nguyen et a., 2000, Ingji et al., 2005).

Die Untersuchung der D,-Rezeptorbindung bel QA-I&dierten Ratten ergab eine Reduktion
der ipsilateralen striatalen V3’ -Werte im denervierten Striatum (Scherfler et a., 2005). Auch
dieses Resultat stimmt mit dem mit Kleintier-PETs (Torres et a., 1995, Hume et al., 1996,
Araujo et a., 2000, Ishiwataet a., 2002a,b) und dem Kleintier-SPECT der Universitét Kuopio
(Sohlberg et al., 2005) erzielten Befunden Uberein Bei der Untersuchung sowohl der DAT- als
auch der D,-Rezeptorbindung erfolgte die ROI-Definition mit Hilfe von MRT-Koregistrierung.
Eswurde weder eine Spill-over- noch eine Partial volumenkorrektur vorgenommen.

Hoch-aufldsendes Pinhole-SPECT (Universitét Kuopio; s. Tab. Il im Anhang). Die
Untersuchung der D,-Rezeptorbindung bel QA-l&dierten Ratten ergab eine Reduktion der ipsi-
zu kontralatralen striatalen Quotienten (Sohlberg et a., 2005). Dieses Resultat stimmt mit den
sowohl mit Kleintier-PETs(Torresetal., 1995, Humeet al., 1996, Araujo et a ., 2000, | shiwata et
al., 2002a,b) alsauch mit dem Pinhole-SPECT der Universitét Innsbruck (Scherfler et a., 2005)
erzielten Befunde Uberein. Auch in dieser SPECT-Untersuchung wurde weder eine Spill-over-

noch e ne Partialvolumenkorrektur durchgefihrt.
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1.3. Herleitung der Fragestellungen

Zahlreiche in vivo Untersuchungen der DAT und D,-Rezeptorbindung am Menschen
haben gezeigt, dass neurologische und psychiatrische Erkrankungen wie Morbus Parkinson
(Rinne et a., 1990, Hierholzer et al., 1992, Innis et a., 1993), MSA (Verhoeff et a., 1990),
Schizophrenie (Wong et a., 1985), Depression (D'haenen & Bossuyt, 1994, Neumeister er al.,
2001), ADHS (Dougherty et al., 1999) und Drogenmissbrauch (Volkow et al., 1994, 1997) mit
Funktionsstérungen des DAergen Systems assoziiert sind. Fehlfunktionen der DAergen
Neurotransmission kénnen unter anderem auf Verdnderungen in der synaptischen DA-
Konzentration und in den Verflgbarkeiten der prasynaptischen Transporter- oder
postsynapti schen Rezeptorbindungsstellen zuriickzuf Uhren sein. Zahlreichein vivo Befunde legen
dabel eine Beziehung zwischen der synaptischen Neurotransmitterkonzentration und der Dichte
der pr& wie postsynaptischen Bindungsstellen nahe: so konnte bei Parkinsonpatienten gezeigt
werden, dass die Degeneration der nigrostriatal en Faserverbindungen zu einer Verringerung der
endogenen DA-Konzentrationen fuhrt, dieihrerseits eine Reduktion der striatalen DAT-Dichte
(Innis et al., 1993) und eine kompensatorische Hochregulation der postsynaptischen Do-
Rezeptorbindungsstellen induziert (Rinne et al., 1990). Dies gilt fur die Frihphase der
Erkrankung; im fortgeschrittenen Stadium wird auch eine postsynaptische Reduktion der
Bindungsstellen augenféllig (Hierholzer et al., 1992). Das Ineinandergreifen pr& und
postsynaptischer Regul ationsmeachanismen erhellt ebenso aus Untersuchungen an depressiven
Patienten, die eine Abnahme des DAT- (Neumeister et a., 2001) und eine Zunahme der D,-
Rezeptorbindung zeigten (D'haenen & Bossuyt, 1994). Ein weiteres Beispidl ist die Wirkung des
synaptischen DAsauf die postsynapti sche D,-Rezeptorbindung nach Challenge mit Stimulanzien
wie MP, die eine Erhdhung der DA-Konzentration im synaptischen Spalt und auf diese Weise
eine Verringerung der verflgbaren D,-Rezeptoren induzieren (Volkow et al., 1994).

Die meisten der an Kleintieren durchgefiihrten in vivo Untersuchungen wurden an
Rattenmodellen fUr neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkinson und Morbus
Huntington durchgefihrt und hatten die Darstellung der DAT- (Opacka-Juffry et a., 1995, 1996,
Humeet al., 1996, Sullivan et al., 1998, Brownell et al., 1998, Chen et al., 1999, Nguyen et al.,
2000, Bjorklund et al ., 2002, Cicchetti et al., 2002, Booij et al., 2002, Scherfler et al., 2002, Ingji
et a., 2005) oder D,-Rezeptorbindung (Torres et al., 1995, Hume et al., 1996, Fricker et al.,
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1997, Araujo et a., 2000, Nguyen et al., 2000, Ishiwata et al., 2002a,b, Scherfler et al., 2005,
Ingji et a., 2005, Sohlberg et al., 2005) bei 1&dierten und nicht-ladierten Tieren mit dedizierten
PET-Scannern (Torreset al., 1995, Opacka-Juffry et al., 1995, 1996, Humeet a ., 1996, Fricker et
al., 1997, Sullivan et a., 1998, Brownell et al., 1998, Chen et a., 1999, Nguyen et al., 2000,
Araujo et a., 2000, Bjorklund et al., 2002, Cicchetti et al., 2002, Ishiwataet a., 2002a,b, Ingji et
al., 2005) oder aufgertsteten klinischen SPECT-Kameras zum Gegenstand (Booij et al., 2002,
Scherfler et al., 2002, 2005, Sohlberg et al., 2005). In lediglich zwel Studien wurden DAT- und
D.-Rezeptorbindung nach 6-OHDA-LAsion an denselben Tieren untersucht, wobei die
Ergebnisse eine Abnahme der ersteren und eine Zunahme der |etzteren zeigten (Nguyen et al.,
2000, Ingji et al., 2005). Bis zu dem Zeitpunkt, da die hier beschriebenen Untersuchungen
geplant wurden, waren auch noch keine in vivo Studien durchgeftihrt worden, die die
Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen synaptischem DA und der pré&-/postsynaptischen
Transporter-/Rezeptorbindung im Striatum der Ratte zum Inhalt hatten. Entsprechend hatten
auch keinein vivo Untersuchungen der pré-/postsynaptischen Transporter-/Rezeptorbindung nach
pharmakol ogischen Interventionen stattgefunden, die eine Inhibierung des DAT oder des D,-
Rezeptors zum Ziel hatten.

Abb. 2 zeigt ein Schema der DAergen Synapse. Unser Ziel ist die Entwicklung eines
guantitativen Modellsfir die pré und postsynaptischen Bindungsstellen im Striatum der Ratte.
Die im Folgenden beschriebenen Arbeiten zu den Regulationsmechanismen der DAergen
Synapse stellen die ersten wichtigen Schritte in diese Richtung dar und haben zunéchst die
Quantifizierung der D,-Rezeptor- und der DAT-Verflgbarkeit im Striatum der normalen,
unbehandelten Ratte zum Gegenstand. Esfolgt die Quantifizierung der D,-Rezeptorverfiigbarkeit
nach 6-OHDA-induzierter Degeneration der nigrostriatalen Faserverbindungen und Reduktion
der synaptischen DA-Konzentration, die Quantifizierung der DAT-Verfugbarkeit nach
pharmakol ogischer Blockade mit MP, die Quantifizierung der D,-Rezeptorverfligbarkeit nach
pharmakol ogischer Blockade mit HAL, die Quantifizierung der D,-Rezeptorverfugbarkeit nach
Erhéhung der synaptischen DA-Konzentration durch Vorbehandiung mit MP sowie die
Quantifizierung der DAT-Verfugbarkeit nach Erhthung der synaptischen DA-Konzentration
durch Vorbehandlung mit HAL.

Die Quantifizierung der Do-Rezeptorverfugbarkeit erfolgte mit TierPET (Weber et al.,
1997) sowie TierSPECT (Schramm et al., 2000, Wirrwar et a ., 2005); als Radioliganden wurden

109



['8F] 1[ 3-(4'Fluorobenzoy! ) propyl]-4-(2-keto-3-methyl - 1-benzimidazolinyl)piperidin ([**F]FMB)
oder [*®1]IBZM eingesetzt. Die Untersuchungen zur DAT-Verfiigbarkeit wurden mit dem
TierSPECT und [**I]FP-CIT als Radioligand durchgefiihrt. Da es sich bei TierPET und
TierSPECT um neue bildgebende Systeme handelte, waren vor Beginn der inhaltlichen Studien
zur Do-Rezeptor- und DAT-Verfligbarkeit methodische Untersuchungen erforderlich, die die
Validierung dieser Scanner fur die Durchfihrung der beabsichtigten Rezeptor- und
Transporterbindungsstudien im Striatum der Ratte zum Inhalt hatten. Esfolgt die Herleitung der
einzelnen Fragestellungen fur die mit beiden Kameras durchgefiihrten methodischen und

inhaltlichen Untersuchungen.

1.3.1. Gerateevaluierung

Bislang wurden mit sechs Kleintier-PET-Systemen (s. Tab. | im Anhang) D»-
Rezeptorbindungsstudien diurchgefihrt (PCR-I: Nguyen et a., 2000; Hamamatsu SHR-2000:
Tsukadaet a., 1996, Unterwald et a., 1997, Maggos et a., 1998, Ogawaet a ., 2000, Suzuki et
al., 2001, Umegaki et a., 2002, Ishiwata et al., 2002a,b; Hamamatsu SHR-7700: Ingji et al.,
2005; RATPET: Torreset al., 1995, Humeet al., 1996, Fricker et al., 1997b, Opacka-Juffry et al.,
1998; MicroPET: Rubins et a., 1999, Araujo et al., 2000; quad-HIDAC: Le Masurier et a.,
2004). In einer weiteren Arbeit (Hume et al., 1995) wurde zudem ein klinischer PET-Scanner
(Siemens ECAT-953B) verwendet. Dabei wurde in mehreren Arbeiten auf die mdgliche
Beeinflussung der im Neostriatum gemessenen Radioaktivitdtskonzentrationen durch
Partialvolumen- und Spill-over-Effekte hingewiesen (Kuge et al., 1992, Hume et al., 1996,
Fukuyama et al., 1998, Ishiwata et al., 1999, 2002a). Als Fragestellungen fur die erste der mit
dem TierPET durchgefihrten Studien ergaben sich damit:

In welchem Ausmald wird die absolute Quantifizierung der striataen
Radioaktivitatskonzentraionen beim TierPET durch Partialvolumeneffekt und Spill-over
aus der Harderschen Drise konfundiert?

. Wie gut ist die Ubereinstimmung zwischen den mit dem TierPET und einer
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Referenzmethode  (Storage-Phosphor-Autoradiographie) gemessenen  striatalen
Radioaktivitétskonzentrationen?

In den bisang mit PET durchgefihrten D,-Rezeptorbindungsstudien wurden
[*'C]Racloprid (Hume et al., 1995, Torreset al., 1995, Hume et al., 1996, Fricker et al., 1997b,
Opacka-Juffry et a., 1998, Rubinset al., 1999, Nguyen et al., 2000, Ogawaet al ., 2000, Suzuki et
a., 2001, Umegaki et al., 2002, Ishiwata et al., 2002a,b, Le Masurier et a., 2004, Ingji et al.,
2005), [M'C]MSP (Maggos et al., 1998, Ogawa et al., 2000, Ishiwata et al., 2002a), ['F]ESP
(Araujo et al., 2000) und [**C]Nemonaprid (Ogawa et a., 2000, Ishiwata et al., 2002a) als
Radioliganden verwendet. In diesen Studien erfolgte die Auswertung durch die Bestimmung der
Radioaktivitét als Prozentsatz der pro Gewebevolumen injizierten Radioaktivitdtsdosis (Ogawaet
al., 2000) sowie durch Anwendung dynamischer (Tsukadaet al., 1996, Unterwald et al., 1997,
Maggos et a., 1998), non-invasiv graphischer (Nguyen et al., 2000, Suzuki et a., 2001, Le
Masurier et al., 2004) und vereinfachter Referenzgewebe-Modelle (Torreset al., 1995, Hume et
al., 1995, 1996, Fricker et al., 1997b, Opacka-Juffry et al., 1998, , Araujo et a ., 2000, Ishiwata et
al., 2002a,b, Umegaki et a ., 2002, Ingji et a., 2005). Wiein Kapitel 1.2.1.3.7. dargestellt, liefern
diese Methoden einen Schatzwert fur BP;, die fur die praklinische Evaluierung neuer
Radioliganden wichtige separate Bestimmung der Rezeptorparameter K und Brax ist jedochin
vivo nicht moglich.

Uns stand mit [**F]FMB ein neuer D,-Rezeptorligand zur Verfiigung, der bislang
lediglich an nicht-humanen Primaten eingesetzt wurde (Moerlein et al., 1992a, 1997a,b). Dabei
hatten in vitro Séttigungsbindungsstudien eine Inhibitionskonstante (K;) von 3.6 nM fir den Do-
Rezeptor ergeben. Diein vitro Bestimmung von Kp und B, fUr den striatalen D,-Rezeptor der
Ratte stand bis dato aus. Mithin lautete die nachste Fragestellung:

[1l.  Welche Kp- und Bna-Werte ergibt die in vitro Sattigungsbindungsanalyse fir den
striatalen D,-Rezeptor der Ratte?

Die spezifische Aktivitdt ist in Routinesynthesen betrachtlichen Schwankungen
unterworfen. Fir unsere in vivo Untersuchungen wurden insgesamt 16 [*®F]FMB-Synthesen
durchgeftihrt; dabei wurden spezifische Aktivitdten zwischen 3.56 und 153.66 TBg/mmol
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erreicht. Damit der spezifischen Aktivitéat auch die Menge des , kalten* FMBs variiert, das mit
dem radioaktiv markierten [**F]FMB um die vorhandenen Bindungsstellen kompetitiert, ist es
naheliegend, das Prinzip der in vitro Sattigungsbindungsanayse auch auf in vivo Studien
anzuwenden. Damit ergab sich als néchste Fragestellung:

V.  Konnen Kp und Bnax in Vivo analog zur in vitro Séttigungsbindungsanalyse bestimmt

werden?

Mit dem TierSPECT wurde im Jahre 2000 eine neue, dedizierte Kleintierkamera
vorgestellt (Schramm et al., 2000, Wirrwar et al., 2005a). Gegenstand unserer ersten Studie war
eine methodi sche Untersuchung, die die Evaluierung dieses Scannersfir die Durchfiihrung von
DAT- und D,-Rezeptorbindungsstudien im Striatum der Ratte zum Ziel hatte.

Bis dato wurde erst eine DAT-Bindungsstudie an der Ratte mit [**|]FP-CIT als
Radioligand durchgefihrt (Pinhole-SPECT der Universitédt Amsterdam; Booij et al., 2002).
Dartberhinaus wurde die DAT-Bindung mit einer weiteren aufgeristeten klinischen Kamera
(Siemens Orbiter ZLC 3700; s. Tab. Il im Anhang) und [**I]R-CIT als Radioligand untersucht
(Scherfler et a., 2002); in zwel weiteren Studien mit aufgertsteten SPECT-Kameras wurde
tberdies die D,-Rezeptorbindung bei der Ratte mit ['2*1]1BZM beziehungsweise['2*I]Epideprid
als Radioligand dargestellt (Scherfler et al., 2005, Sohlberg et ., 2005; s. Tab. 11 im Anhang).
Ferner existieren drei Studien an Mausen, die Untersuchung der DAT- und der Do-
Rezeptorbindung mit [*™Tc] TRODAT und [**|]FP-CIT beziehungsweise['%1](S)-5-1odo-7-N-
[(1-ethyl-2-pyrrolidinyl)methyl]-carboxamido-2,3-dihydrobenzofuran ~ ([**1]IBF)  zum
Gegenstand hatten (Acton et al., 20023, b, Adringa et a., 2005). Diese Untersuchungen wurden
mit einer aufgerUsteten klinischen Prism 3000XP (Acton et al., 20023, b; s. Tab. I11 im Anhang)
beziehungsweise dem Pinhole-SPECT der Universitét Amsterdam (Adringaet al., 2005; s. Tab.
I im Anhang)) durchgefihrt.

Da auch das Pinhole-SPECT der Universitdt Amsterdam auf einem aufgeriisteten
klinischen Scanner (ADAC ARC3000) basiert (Habraken et a., 2000; s. Tab. Il im Anhang),
bestand das Ziel der ersten Studie darin, zu zeigen, dass DAT- und D,-Rezeptorbindung im
Striatum der Ratte mit der vollig anderskonfigurierten TierSPECT-Kamera (Kristalldicke: 3mm
statt 9.5 mm, Kollimation: Parallelloch- statt Pinholekollimation, Auslesung: ein statt vieler
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PMTs, Rekonstruktion: OSEM statt FBP) trotz der schlechteren Performance (Aufldsung: 2.8
statt 1.34 mm, Sensitivitét: 22 statt 735 cps/MBQ) reliabel dargestellt und quantifiziert werden
konnen.

Die vorausgegangenen Studien mit dem TierPET haben gezeigt, dass die Identifikation
des Striatums durch Radioaktivitatsakkumulationen in anderen paarigen Regionen des Kopfes,
wie etwa den Harderschen Drisen, konfundiert sein kann. Dies ist insbesondere dann der Fall,
wenn neue Radioliganden evaluiert werden, deren Verteilungsmuster unbekannt sind.
Schwierigkeiten entstehen Uberdies dann, wenn die Transporter- oder Rezeptorbindung nach
Lasion oder unter pharmakologischer Blockade — mithin im Zustand beabsichtigter
Minderanreicherung - quantifiziert werden soll. Auf3erdem sind Regionen wie das Zerebellum,
das gemeinhin als REF verwendet wird, durch eine so geringe DAT- und D,-Rezeptordichte
gekennzeichnet, dassihre exakte Eingrenzung problematischist. Dadiereliable Quantifizierung
desBPsvon der sorgféltigen Definition sowohl der ROIsalsauch der REFsabhangt, wurde eine
Methode entwickelt, die die Lokalisierung der ROIs und REFs mittels quasi-anatomischer
Landmarken erlaubt. Als Fragestellungen fur die erste der mit dem TierSPECT durchgeftihrten

Untersuchungen ergaben sich damit:

V.  Kénnendieintrazerebralen [**|]FP-CIT- und [%*l]IBZM-Akkumul ationen sowohl ohne
pharmakologische Intervention als auch nach Blockade der DAT- und D»-
Rezeptorbindung mit dem TierSPECT unter Anwendung der neuen
L okalisationsmethode quantifiziert werden?

VI.  Stimmen die BPs mit den aus der Literatur bekannten Werten fiir [*|]FP-CIT und
[*?*1]1BZM uberein?

1.3.2. Untersuchungen zu den Regul ationsmechanismen der dopaminergen Synapse

Ein Modell fur die Parkinsonsche Krankheit ist die Zerstorung der nigrostriatalen
Faserverbindungen der Ratte durch unilaterale Injektion von 6-OHDA in die Pars compacta der
Substantianigra(s. Ubersichtsarbeiten von Schwarting & Huston, 1996a,b). Wird ein bestimmter
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Grad DAerger Denervierung erreicht, kommt es zu einer Reduktion der TH-Aktivitét in den
présynaptischen Endigungen; entsprechend vermindert sich die DA-Konzentration im
synaptischen Spalt und —alskompensatorische Antwort hierauf —die DA-Wiederaufnahmeindie
présynaptischen Vesikel (Iversen & Uretsky, 1970). Eineweitere Folge der DAergen Denervation
ist die Zunahme der neostriatalen D,-Rezeptoren auf der Seite der Lasion, die sich innerhalb der
ersten Tage nach 6-OHDA-A pplikation entwickelt und ihr Maximum nach zwei Wochen erreicht
(Ungerstedt, 1991, Staunton et al., 1981, Neve et a., 1982, 1984). Solch ein Anstieg der D,-
Rezeptordichte ohne eine gleichzeitige Verdnderung der Affinitét wurde von Ferré und Fuxe
auch in vitro im kontralateralen Striatum unilateral |adierter Ratten beobachtet (Ferré & Fuxe,
1992). Eine Beteligung der Gegenseite an den nach der L&sion einsetzenden
Erholungsprozessen wird auf3erdem durch neurochemische Befunde nahe gelegt, die eine
bilaterale Zunahme des DA-Metabolismus’ im Nuc. accumbens 6-OHDA--1&dierter Ratten zeigen
(Nikolaus et al., 1997).

Die bisang an 6-OHDA-l&dierten Ratten durchgefihrten Rezeptorbindungsstudien
zeigten sémtlich eine Erhdhung der ipsilateralen D,-Rezeptorbindung (Humeet ., 1995, Rubins
et al., 1999, Nguyen et al., 2000, Ingi et al., 2005), wahrend sich die kontralaterale Do-
Rezeptorbindung nicht signifikant von nicht-1&dierten Kontrolltieren unterschied (Hume et al.,
1995). Entsprechend wurde nach unilateraler OHDA-L&sion auch eine lediglich ipsilaterale
Reduktion der DAT-Bindung berichtet (Hume et al., 1995, Opacka-Juffry et al., 1995, 1996,
Chenetal., 1997, 1999, Brownell et al., 1998, Sullivan et al., 1998, Rubinset al., 1999, Nguyen
et al., 2000, Bjorklund et al., 2002, Booij et al., 2002, Scherfler et al., 2002, Ingji et al., 2005).
Dabei muss jedoch beachtet werden, dass lediglich in der von Hume und Mitarbeitern
durchgefiihrten Studie die kontralaterale D,-Rezeptorbindung mit der D,-Rezeptorbindung in
nicht-ladierten Kontrolltieren verglichen wurde (Hume et al., 1995). Uberdies wurden keine
L ongitudinaluntersuchungen der ipsi- und kontralateralen D,-Rezeptorbindung an denselben
Tieren durchgefihrt. Dies gilt ebenso flr den Vergleich der Do-Rezeptorbindung vor und nach

der 6-OHDA-Lé&sion. Damit ergaben sich als néchste Fragestellungen:

VII.  Welche Veranderungen induziert die unilaterale nigrostriatale 6-OHDA-L&sion in der
ipsi- und kontralateralen striatalen D,-Rezeptorbindung der Ratte?

VIIl.  Welchen zeitlichen Verlauf zeigen diese Verdnderungen?
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In vivo Untersuchungen bel ADHS-Patienten haben Veranderungen in der striatalen
DAT-Dichtegezeigt (Dougherty et al., 1999, Dresdl et a., 2000, Krauseet al ., 2000, Cheon et d.,
2003, Larisch et dl., in Druck). Eswird allgemein angenommen, dass der therapeuti sche Effekt
von MP durch die Blockierung des présynaptischen DATs mediiert wird, die ihrerseits eine
Erhohung der synaptischen DA-K onzentration zur Folge hat (s. Ubersichtsarbeit von V olkow et
al., 2002). Entsprechend konnte nach Langzeitbehandlung mit MP eine Reduktion der DAT-
Bindung sowohl bei Patienten mit ADHS (Dresel et a., 2000, Krause et a., 2000) als auch bel
normalen Kontrollen (Volkow et al., 1998) nachgewiesen werden. Uberdies zeigten
Dissektionsstudien eine dosisabhangige Inhibierung der striatalen [*™Tc] TRODAT- (Dresel et
al., 1998) und [**3I]FP-CIT-Bindung (Reneman et al., 2001) bei der Ratte. Bislang wurde die
Wirkung von MP auf die [**|]FP-CIT-Bindung weder im Human- noch im Tierversuchin vivo
dargestellt. Uberdies steht die in vivo Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehung aus. Somit
ergaben sich a's néchste Fragestellungen:

IX.  Kann die striatale und kortikale DAT-Blockade durch MP mit dem TierSPECT
quantifiziert werden?

X. Erlaubt das TierSPECT die Darstellung einer diesbeziiglichen Dosis
Wirkungsbeziehung?

Bel Schizophreniepatienten wird haufig die D,-Rezeptorbesetzung durch Neuroleptika
dargestellt (s. Ubersichtsarbeit von Kasper et al., 2002). Bislang wurde jedoch erst eine
bildgebende Untersuchung zur Wirkung von HAL auf die Do-Rezeptorbindung bei Tieren
durchgeftihrt. Hierbel handelt es sich um ein Verdrangungsexperiment an nicht-humanen
Primaten, bei der HAL nach['?1]I1BZM-Applikation verabreicht wurde (Inniset ., 1992). Diein
vivo Darstellung der Do-Rezeptorverfugbarkeit nach Blockade des D,-Rezeptors mit HAL im
Tierversuch steht bis dato aus.

Weliterhin wurde gezeigt, dass bildgebende Verfahren eingesetzt werden kénnen, um
akute Fluktuationen in der synaptischen DA-K onzentration darzustellen (s. Ubersichtsarbeit von
Laruelle, 2000). Wie zuvor erwdhnt, bindet MP an den DAT und erhoht auf diese Weisedie DA-
Konzentration im synaptischen Spalt. Booij und Mitarbeiter waren die ersten, die die

Verdrangung von [**®1]1BZM durch endogenes DA nach Applikation von MPim Humanversuch
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zeigten (Booij et al., 1997). Die Untersuchung der D,-Rezeptorverfligbarkeit nach Erhéhung der
endogenen DA-Konzentration in Human- oder Tierversuch stand bis dato aus. Mithin ergaben
sich a's néchste Fragestellungen:

XI.  Kann die Kompetition zwischen [*%)]

striatalen D,-Rezeptorbindungsstellen der Ratte mit dem TierSPECT quantifiziert

IBZM und dem exogenen Liganden HAL um die

werden?

XIl.  Ist diese Quantifizierung auch fiir die Kompetition zwischen [***]IBZM und endogenem
DA moglich?

XIl.  Konnen Verénderungen der synaptischen DA-Konzentration auf der Grundlage der

verénderten D,-Rezeptorbindung abgeschétzt werden?

Neuroleptika wie HAL erhthen Synthese, Metabolismus und Freisetzung von DA im
Neostriatum und verwandten mesolimbischen Strukturen (Carlsson & Lindqvist, 1963, Imperato
& Di Chiara, 1985, Zetterstrom et al., 1984, Moghaddam & Bunney, 1990, Pehek & Y amamoto,
1994, Pehek et al., 1999, Garriset al., 2003). Ebenso stimulieren diese Substanzen die el ektrische
Aktivitat DAerger Neuronen (Bunney et al., 1973, Chiodo & Bunney, 1983).

Dieerwahnten neurol eptikaindizierten Veranderungen werden in der Literatur durch drel
unterschiedliche M echanismen erklart: zum einen kann die Steigerung der el ektrischen Aktivitat
DAerger Neurone eine Zunahme der Neurotransmitterfreisetzung induzieren (Imperato & Di
Chiara, 1985). Urspunglich dachte man, dass dieser Mechanismus durch die Blockade der
postsynaptischen D,-Rezeptoren und indirekte striatonigral e Feedback-Schleifen mediiert wird
(Bunney et a., 1973, Carlsson & Lindqvist, 1963, Carlsson, 1975); spétere Studien erbrachten
jedoch keinerlei Nachweis fr die Existenz solcher neuronaler Verbindungen (Di Chiaraet al.,
1977). Als weiterer moglicher Wirkmechanismus wird die Blockade von D,-Autorezeptoren
diskutiert, die auf den DAergen Zellkorpern lokalisiert sind und die die el ektrische Aktivitét der
DAergen Neurone modifizieren kdnnten, ohne dass eine Notwendigkeit fir die Beteiligung
interneuronaler Faserverbindungen besteht (Groves et a., 1975). Eine dritte Erkl&rung ist eine
Blockade von prasynaptisch auf den DA ergen Nerventerminalen lokalisierten Do-Autorezeptoren
(Kehr et al., 1972, Pehek & Yamamoto, 1994, Westerink & de Vries, 1989, Santiago &

Westerink, 1991), die die normale Feedback-Hemmung inhibiert und auf diese Weise zu einer
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Steigerung der DA-Synthese und/oder —Freisetzung fuhrt. Nachdem die L&sionstudien von
Westerink und de Vries zeigten, dass Ratten mit striatalen - mithin postsynaptisch lokalisierten -
KA-L&sionen einen nicht-ladierten Tieren vergleichbaren Anstieg der endogenen DA-
K onzentration aufwiesen, liegt die Schlussfolgerung nahe, dass die Blockade der présynaptischen
D,-Autorezeptoren den einzigen Mechanismus darstellt, Gber den der neuroleptikainduzierte
Anstieg der endogenen DA-Konzentration mediiert wird (Westerink & de Vries, 1989).

In friheren Untersuchungen wurde die direkte Kompetiton eines Radioliganden mit HAL
oder seine Verdrangbarkeit durch HAL von der DAT-Bindungsstelle untersucht; als
Radioliganden fanden hierbei [*"Tc] TRODAT (Kung et a., 1997), [**I]FP-CIT (Lavalayeetd.,
2000), [*H]CFT (Scheffe et al., 1996) oder sein Analogon [*%°1]3R-(4-iodophenyl)-tropan-23-
carboxylsauremethylester ([**°1]RTI-55; Clineet al., 1992) Verwendung. Ferner wurdein einer
invivo Studie an Schweinen die Wirkung der HA L-induzierten Erhéhung der synaptischen DA-
Konzentration auf die postsynaptische D,-Rezeptorbindung untersucht (Ishizu et a., 2000). Die
direkte oder indirekte Darstellung der HAL-Bindung an die prasynaptischen D,-Autorezeptoren
mit bildgebenden Methoden steht bis dato aus; dies gilt ebenso fur die Wirkung der HAL-
induzierten Erhthung der synaptischen DA-K onzentration auf die présynaptische DAT-Bindung.

Nachdem in den vorangegangenen TierSPECT-Studien die Wirkung von MP auf die
DAT-Bindung, die Wirkung von HAL auf die D,-Rezeptorbindung und die Wirkung erhéhter
endogener DA-Konzentrationen auf die D,-Rezeptorbindung untersucht wurde, ergeben sich nun

als letzte Fragestellungen:

XIV. Kann die autorezeptormediierte Wirkung von HAL auf die endogene DA-
Konzentrationen im Striatum der Ratte mit dem TierSPECT dargestellt werden?
XV. Kann die Kompetition zwischen [**]FP-CIT und endogenem DA um die DAT-

Bindungsstellen in vivo quantifiziert werden?
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2. Experimenteller Teil

2.1. Geréteevaluierung

2.1.1. In vivo Quantifizierung der striatalen Do-Rezeptoren mit dem TierPET und
Storage-Phosphor-Autoradiographie — eine Validierungsstudie mit [*®F]N-
Methylbenperidol*

21.1.1. Einleitung

Das TierPET wurde in Zusammenarbeit zwischen dem Zentrallabor fur Elektronik
(Forschungszentrum  Jilich  GmbH) und der Nuklearmedizinischen Klinik des
Universitatsklinikums Disseldorf entwickelt und 1997 vorgestellt (Weber et a., 1997). Diehier
beschriebene erste mit dem TierPET durchgefihrtein vivo Untersuchung hatte die Validierung
der Kamera fur die Durchfihrung von D,-Rezeptorbindungsstudien an der Ratte zum Inhalt
(Nikolaus et al., 2001).

Benperidol (Abb. 3) ist ein D,-Rezeptorantagonist aus der Familie der Butyrophenone,
der als antipsychotische Droge klinische Verwendung findet (Krendal & Kudrin, 1975). Wie
auch das Benzamid Racloprid hat Benperidol gegentiber den Spiperonana oga ESP und M SP den
Vorteil einer hbheren Do-Rezeptorsel ektivitét und bindet nicht an 5-HT-Rezeptoren (Moerlein et
al., 1992a). Uberdies konnte gezeigt werden, dass 4 mg/kg des spezifischen D-Liganden
Eticloprid die Aufnahme von [**]FMB in das Striatum zu blockieren vermégen, wahrend die
Applikation des 5HT,-Antagonisten Ketanserin keinerlei Wirkung auf die striatale [**|FMB-
Aufnahme zeitigt (Moerlein et a., 1997b). Im Gegensatz zu Racloprid ist Benperidol jedoch
dadurch gekennzeichnet, dass es durch synaptisches DA nicht kompetitiv verdrangbar ist, wieaus
der Tatsachefolgt, dass dieintraventse Verabreichung von AMPH keine Verringerung der D,-
Rezeptorbindung induziert (Moerlein et a., 1997b).

Diese Eigenschaften legten eine Eignung des Benperidols a's D,-Radioligand nahe; es
folgte die Synthese verschiedener 'C- (Suehiro et al., 1990), "Br- (Moerlein et al., 1986) und
B_markierter Benperidolanaloga (Arnett et al., 1985, Moerlein et a., 1992b, c) und ihre

1 Durchfuihrung des Experimentes: Dezember 1999 - Mé&rz 2000; Erstpublikation: November 2001.
118



Evaluierung als potentielle PET-Radiotracer. Die hier vorgestellte TierPET-Validierungsstudie
wurde mit dem *®F-markierten Analogon [*®F]FMB (Moerlein et a., 1992a) durchgefiihrt.

Die Clearance von [**F]JFMB aus dem Blut erfolgt rasch; bereits fiinf Minuten nach
Applikation sind 50% der injizierten Dosis aus dem Blut entfernt (Moerlein et al., 1997b).
Dreif3ig Minuten nach A pplikation werden die hochsten Radi oaktivitétskonzentrationen in L eber
und Lunge gemessen (Moerlein et al., 1997c); nach drei Stunden werden maximale
Konzentrationen in Gallenblase und unterem Intestinum erreicht. Mithin erfolgt in diesem
Zeitraum die hepatische Metabolisierung, die Konzentrierung der Abbauprodukte in der
Gallenblase und die Ausscheidung Uber den Darm. Bei nicht-humanen Primaten betrégt dieins
Gehirn aufgenommene Menge etwa 0.4% der injizierten Dosis(Moerlein et al., 1997¢). Nach 30
Minuten liegen im Blut nur etwa 10% der Gesamtradioaktivitdt in Form des intakten
Radioliganden vor. Chromatographische Untersuchungen zeigten dabel, dass lediglich polare
Metaboliten entstehen, die die Blut-Hirn-Schranke nicht zu tbertreten vermogen (Moerlein et
a., 1997b). Der Metabolismus des unmarkierten Benperidols legt nahe, dass p-
[*®F] Fluorohippursaure und p-[*®F]Fluorobenzoesiure die wichtigsten Abbauprodukte von
['®F]FMB darstellen (Soudijn et a., 1967).

Das Equilibrium der [**F]FMB-Bindung wird im Striatum des Affen etwa 20 Minuten
nach Applikation erreicht (Moerlein et al., 1997b); das Namliche wurde fiir [**CJCMB im
Striatum der Maus gezeigt (Suehiro et d., 1990); dasV erhaltnis zwischen spezifischer und nicht-
spezifischer Bindung bleibt Uber die folgenden drei Stunden konstant (Moerlein et al., 1997b).

Ziel unserer Untersuchung war die Quantifizierung der striatalen Radioaktivitéats-
konzentrationen mit dem TierPET und einer Referenzmethode; als solche diente die Storage-
Phosphor-A utoradiographie, dieeineim Vergleich zur konventionellen Film-Autoradiographie
erhohte Sensitivitét sowie eine Uber einen grof3eren Bereich lineare Dosis-Wirkungsbeziehung
aufweist (Itoet al., 1995). Wiein Kapitel 1.2.1.3.3. ausgefuihrt, wurde in verschiedenen Studien
auf die Problematik des Partialvolumen- und des Spill-over-Effektes hingewiesen (Kugeet a.,
1992, Humeet a., 1996, Fukuyamaet al., 1998, Ishiwataet al., 1999, 2002a). Weiteres Ziel des
Experimenteswar daher die Quantifizierung des Einflusses von Partialvolumeneffekt und Spill-
over aus der Harderschen Drise auf die mit dem TierPET gemessenen striatalen

Radi oaktivitétskonzentrationen.
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2112 M ethode

21121 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten zehn mannliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles River
Laboratories, L‘Arbresle, Frankreich) mit einem Gewicht zwischen 350 und 500g. Die
Experimente wurden in Ubereinstimmung mit dem Deutschen Tierschutzgesetz im Institut fiir
Medizin (Forschungszentrum Julich GmbH) durchgefihrt und von der Bezirksregierung Koln

genehmigt.

21122 Radiochemie

[*®F]FM B wurde vom I nstitut fiir Nuklearchemie (Forschungszentrum Jiilich GmbH) zur
Verfligung gestellt. Die Synthese erfolgte nach dem Verfahren von Moerlein und Mitarbeitern
(Moerlein et a., 1992a). Die nukleophile aromatische Fluorinierung mittels Substituierung der
O,N-Gruppe durch **F wurde durchgefiihrt, wie fir den Butyrophenonliganden [*'F]MSP
beschrieben (Hamacher & Hamkens, 1995). [*®F]FMB wurdefiir dieintravenése Applikationin
0.9% NaCl (10% Ethanol) gel Ost. Die Untersuchung mit
Hochle stungsflissigkeitschromatographie (HPL C) ergab eine radiochemische Reinheit > 98%.
["®F]FMB wird rasch in der Peripherie metabolisiert; dabei zeigt die chromatographische
Analyse, dass lediglich polare Metaboliten gebildet werden, die nicht Gber die Blut-Hirn-
Schranke treten (Moerlein et a., 1997b). Die spezifische Aktivitét zum Zeitpunkt der Injektion

betrug im Median 19.68 TBg/mmol (Reichweite: > 3.56 bis> 153.66 TBq).

21123 Kamera

Das TierPET (Abb. 5) wurde in Zusammenarbeit zwischen dem Zentrallabor fir
Elektronik (Forschungszentrum Jilich GmbH) und der Nuklearmedizinischen Klinik
(Universitatsklinikum Dusseldorf) entwickelt. Die Kamerabesteht ausvier planaren, orthogonal
angeordneten, pixellierten, Ce-dotierten Y AP(Ce)-Blockdetektoren, wobel jeder Detektor mit
dem ihm gegenuiberliegenden in Koinzidenz geschaltet ist (Weber et al., 1997, 1999, 2000). Die
Detektorpaare rotieren um das Tier. Jeder Detektor weist 20 x 20 YAP(Ce)-Kristalle auf. Die
Signalauslesung erfolgt mit einem PS-PMT (Hamamatsu R2487) pro Detektor. Die Auflésung
desTierPETsbetragt 2.1 mm FWHM; die Sensitivitét erreicht 3.24 cps/kBq fir einen Zentrum-
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Detektor-Abstand von 80 mm. Das FOV hat einen Durchmesser von 40 mm.

Auf diein x-, y- und z-Richtung bewegliche Objektauflage wurde ein K opfhalter (Institut
fir Medizin, Forschungszentrum Jilich GmbH) geschraubt, der die reproduzierbare
Positionierung des Tieresim FOV erlaubt. Um die Detektion zufélliger Koinzidenzen infolge
einfallender Streustrahlung zu reduzieren, wurde der Korper des Tieres in eine Bleirdohre
(Zentrallabor fur Elektronik und Institut fir Medizin, Forschungszentrum Jilich GmbH;
Wanddicke: 20 mm) eingebracht. Um wahrend der Messung eine Korpertemperatur von 37°

aufrecht zu erhalten, wurde die Bleiréhre bestandig von warmem Wasser durchstromt.

Abb. 5. TierPET. Die Kamerahat eine rdumliche Auflésung von 2.1 mm und eine Sensitivitét von 3.24 cps/kBq fur
einen Zentrum-Detektor-Abstand von 80 mm.

2.1.1.2.4. PET-Messungen

Protokoll. Nach kurzzeitiger Inhalationsanasthesie mit Isofluran (1-Chloro-2,2,2,2-
trifluoroethyldifluoromethylether, Forene®, Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden, BRD) wurde
den Ratten ein Gemisch von Ketaminhydrochlorid (Ketavet®, Pharmacia GmbH, Erlangen,
BRD; Konzentration: 100 mg/ml, Dosis: 0.9 ml/kg) and Xylazinhydrochlorid (Rompun® Bayer,
Leverkusen, BRD; Konzentration: 0.02 mg/ml, Dosis: 0.4 mil/kg) in den Glutealmuskel injiziert.
Die Applikation von [**F]FMB (Median: 62 MBq, 25. Perzentil: 61 MBq, 75. Perzentil: 65 MBq)
erfolgteindie V. jugularis. Das Injektionsvolumen betrug im Median 1.1 ml (25. Perzentil: 0.7
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ml, 75. Perzentil: 1.4 ml). Dieinjizierte Radioaktivitétsdosis lag im Median bel 113 MBg/kg
(25. Perzentil: 107 MBag/kg, 75. Perzentil: 126 MBg/kg). Nach der Wundversorgung wurden die
Tiere dergestalt auf der Objekthalterung positioniert, dass die Striata im Zentrum des FOV's
lagen. Die Datenakquisition erfol gte tber einen Zeitraum von 36 Minuten (sechs Zeitfenster von
jewells sechsmindtiger Dauer) in Winkelschritten vom 7.5° (30 s/Winkel schritt). Zwischen der
Radioaktivitétsapplikation und dem Beginn der Messung vergingen im Median 6 Minuten (25.
Perzentil: 4 Minuten, 75. Perzentil: 8 Minuten).

Datenprozessierung. Nach der Transformation der x- und y-L okalisationen der in den
Detektormodul en registrierten K oinzidenzen in raumliche K oordinaten wurden die resultierenden
3D-List-Mode-Datensétze nach der Methode von Lewitt und Mitarbeitern in 2D-Sinogramme
konvertiert (Lewitt et al., 1994). Da die Durchfiihrung einer Schwachungskorrektur auf der
Grundlage von Transmissionsmessungen nicht moéglich war, wurde der entsprechende
Korrekturfaktor unter Annahme eines homogenen, wassergefillten Zylinders mit p = 0.095
cm* geschétzt. Die Schwichungskorrektur wurde wahrend der Konvertierung in 2D-Sinogramme
vorgenommen. Die Rekonstruktion der Daten erfolgte unter Verwendung eines iterativen
MLEM-Algorithmus (Lipinski et a., 1997; Alpha Station 200, Digital Equipment Corp.,
Maynard, USA) in aufei nanderfol genden Schichten von jeweils 2 mm Dicke. Pro Schicht wurden
25 Iterationen durchlaufen.

Die Bestimmung der Totzeit-K orrekturfaktoren erfolgte durch Messung des natiirlichen
Zerfalls von *'C und Vergleich der in jedem Zeitfenster gemessenen Koinzidenzzahlraten mit
der extrapolierten Zahlrate nach neun Isotop-Halbwertszeiten. Die Totzeit-Korrektur wurde
wéhrend der Konvertierung der List-Mode-Daten in Sinogramme vorgenommen. Die
entsprechenden Faktoren lagen zwischen 1.25 und 1.5 (Mittelwert [MW]: 1.3).

Die Detektor-Normalisierungsfaktoren wurden mittels einer positronenemittierenden
Punktquelle (®*Ge/Ga) gemessen, die sich in einer Entfernung von 28 cm — dem siebenfachen
Durchmesser des FOV's — zu den Detektorkopfen befand. Die einzelnen Ereignisse wurden
getrennt fir jeden Detektor akquiriert, wobei die Gesamtzahlraten 1.7x10° 1.2x10°, 1.4x10° und
1.3x10° betrugen. Die Normalisierungsfaktoren fiir jeden Kristall ergaben sich durch Berechnung
des Quotienten zwischen den gemessenen und den erwarteten Zahiraten; die mittleren
Normalisierungsfaktoren betrugen fur die einzelnen Detektoren 1.2, 0.87, 0.98 und 0.94.
Waéhrend der Konvertierung der List-Mode-Daten wurde die Normalisierung der Detektoren
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bezlglich der unterschiedlichen Absténde zum Mittel punkt des FOV sdurchgefiihrt. Dieserfolgte
durch die Berechnung der Sensitivitét der ,, Response®-Linien, dieinnerhalb des FOVsdiagonal
zu den einzelnen Schichten verlaufen.

Die Quantifizierung der Radioaktivitdiskonzentrationen erfolgte mit einem
Spritzenphantom, das 3 MBq einer **F-L 6sung in einem V olumen von 2 ml enthielt. Der innere
Durchmesser der Spritze betrug 9.8 mm, was dem Zweifachen des Durchmessers des
Rattenstriatums und dem Vierfachen der rdumlichen Auflésung der Kamera entspricht. Das
Phantom wurde dreimal mit dem TierPET gemessen. Auf der Grundlage dieser Messungen ergab
sich, dass 1 cps/mm3 einer Radi oaktivitatskonzentration von 444 Bg/mms entsprach. Dieser Wert
diente as Kadibrierungsfaktor  fir der Umrechnung der  Zahlraten in
Radioaktivitétskonzentrationen (MBg/cmgd).

Datenanalyse. Fur jedes Tier wurden die sechs Zeitfenster aufsummiert und das
resultierende Summenbild mit dem Multi Purpose Imaging Tool (MPI-Tool, Version 2.57,
Advanced Tomo Vision, Erftstadt, BRD) analysiert. Auf der Grundlage des Gehirnatlasses von
Paxinos und Watson (Paxinos & Watson, 1986) wurden die Striataauf koronaren Schnittbildern
lokalisiert. Um den Mittel punkt eines jeden Striatums wurde eine kreisférmige ROI mit eéinem
Durchmesser von 2.5 mm gezogen. Die Lage der ROIs wurde fir jedes Tier individuell
angepasst. Dies erfolgte unabhangig voneinander von zwei Auswertern, wobei sich eine
» Interobserver“-Variabilitét < 5% ergab. Die Studien von Moerlein und Mitarbeitern zeigen, dass
etwa 20 Minuten nach Applikation von [**F]FMB das Bindungsequilibrium im Striatum des
Affen erreicht ist (Moerlein et ., 1997b); das Namliche wurde firr [*'C]JFMB im Striatum der
Maus gezeigt (Suehiro et a., 1990). Auf der Grundlage dieser Befunde wurden die
Radioaktivitétskonzentrationen im linken und rechten Striatum Uber die letzten drei Zeitfenster
gemittelt (, Late-Time*-Methode, s. Ubersichtsarbeit von Ito et al., 1998).

Partialvolumenkorrektur. Der Partialvolumeneffekt fihrt bei Objekten, deren
Durchmesser das Zweifache der Ortsaufldsung unterschreitet, zu einer Unterschétzung der
Radioaktivitétskonzentrationen. Abb. 6 zeigt die theoretisch zu erwartende Recovery bel einer
Ortsauflosung von 2.1 mm FWHM. Wir fuhrten Messungen mit einem Zylinderphantom
(Durchmesser: 18.3 mm, Hohe: 51 mm) durch, das zylinderférmige Hohlréume unterschiedlicher
Durchmesser enthielt. Dabei bezeichneten zwei Zylinder mit einem Durchmesser von jeweils 4

mm die Harderschen Driisen, wéhrend das Striatum durch zwel Zylinder mit einem Durchmesser
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von 2 mm dargestel |t wurde. Das Phantom wurde mit insgesamt 3.3 M Bq *®F befiillt, wobei das
radioaktive Isotop im Verhdtnis 4:4:1 in die Zylinder mit einem Durchmesser von 2
beziehungsweise 4 mm und in den sie umgebenden Hohlraum eingef il It wurde. Damit befanden
sich in den einzelnen Raumen Radioaktivitétskonzentrationen von 330 (,, Hardersche Drisen”,
yotriatum*)  oder 80 Bg/mmd (,Background®). Dafir ergaben sich Zahlraten von 58
(,Hardersche Driisen”), 31 (,, Striatum“) und 17 cps/Pixe (,, Background*). Dabei einem Zylinder
mit einem Durchmesser von 18.3 mm kein Partialvolumeneffekt zu erwarten ist, entsprach die
» Background*-Zahlratevon 17 cps/Pixel genau einem Viertel der maximal messbaren Counts (86
cps/Pixel « 100%). Hieraus ergaben sich fur diein den Zylindern von 2 (31 cps/Pixel «  46%)
und 4 mm Durchmesser (58 cps/Pixel «  85%) ermittelten Zahlraten Recovery-K oeffizienten von
0.46 beziehungsweise 0.85 (Abb. 6). Der mesiolatera e striatale Durchmesser betragt etwa 2 mm,
liegt dso im Bereich der rdumlichen Auflosung des TierPETs. Aus den dargestellten
Phantommessungen folgt, dassdie Radioaktivitét in einer Zielregion mit e nem Durchmesser von
2 mm um etwa 60% unterschétzt wird. Auf der Grundlage dieser Messungen wurden die linken
und rechten striatal en Radi oaktivitétskonzentrationen einer Partial volumenkorrektur unterzogen.
Fur jedes Tier wurde hierauf der Mittelwert aus linker und rechter korrigierter striataler
Radioaktivitatskonzentration berechnet.

Soill-over-Korrektur. Frihere Studien mit sowohl konventionellen klinischen (Kuge et
a., 1997) ds auch dedizierten Kleintier-Scannern (Fukuyama et al., 1998) zeigten hohe
Radi oaktivitétsakkumul ationen in den Harderschen Driisen, die in den medialen Anteilen der
Orbitae lokalisiert sind (Abb. 7A). Da Tracer-Akkumulationen in diesem Bereich zu einer
Uberschitzung der intrazerebralen Radioaktivitatskonzentrationen fiihren konnen (s.
Ubersichtsarbeit von Myers et al., 1999), wurde fiir die Quantifizierung der TierPET-Daten ein
Korrekturalgorithmus entwickelt (Beu et a., 2000; Abb. 7B). Hierflr wurden zuerst fur jede
Seite des Rattenkopfes Linienaktivitatsprofile durch Orbita, Striatum und die angrenzende

Kortexregion gelegt. Im Anschluss wurde die Gauss sche ModellIfunktion

y= AHD exp —0.5[(X-mHD)/SHD] 2+ASTR exp —05[(X-mSTR)/SSTR] 2+AKOR eXp—O.5[(X'I'T'IKOR)/SK()R]2

an die Linienaktivitétsprofile angepasst mit App, AsrrUnd Akor a's Normalisierungsfaktoren,

Mup, Mstr UNd Mkor a's X-Koordinaten der Aktivitdtsmaxima und Sqp, Sstr Und scor dsdie
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Abb. 6. Partialvolumenkorrektur. Theoretisch zu erwartende Recovery bei einer Ortsauflésung von 2.1 mm FWHM.
Die Recovery-Koeffizienten sind gegen den Durchmesser des zu messenden Objektes aufgetragen. Die beiden
Punkte entsprechen der experimentell bestimmten Recovery bei  Zylindern mit Durchmessern von 2
beziehungsweise 4 mm.

FWHM-Werte der glanduléren, striatalen und Kkortikalen Kurven. Die entstandene
Summenfunktion wurde in die Einzelkomponenten , striatale”, ,, retroorbitale® und , kortikale”
Aktivitdt zerlegt. Im Anschluss wurde das Spill-over zwischen den einzelnen Regionen

quantifiziert, indem die Integrale der Uberlappungen von striataler und glandul &rer Kurve zu den

t t t t

Integralen der Einzelkurvenin Beziehung gesetzt wurden ( STR'/ HG und (H1G'/ STR). Die
0 0 0 0

Spill-over-Korrektur erfolgte fur jede Seite durch Subtraktion der gegenseitigen prozentualen
Beitrdge jeder Kurve von der Uber die letzten drel Zeitfenster gemittelten striatalen
Radioaktivitétskonzentration.

21.1.25. Ex vivo Autoradiographie
Nach Beendigung der PET-Messungen wurden die anasthesierten Ratten durch
Genickbruch getttet. Die Gehirne wurden entnommen und in Isopentan bel —70° C tiefgefroren.

Von 2.2 mmvor bis 2.3 mm hinter Bregma (Paxinos & Watson, 1986) wurden mit einem Mik-
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Abb. 7. Spill-over-Korrektur. (A) Charakteristisches TierPET-Bild eines Sprague-Dawl ey-Rattenkopfesin koronal er
Schnittfuhrung. (B) Um den Einfluss der retroorbitalen Radioaktivitétsanreicherungen auf die Bestimmung der
striatalen  ['|F]JFMB-Konzentrationen zubestimmen, wurde eine Gauss'sche Modellfunktion an die
Linienaktivitétprofile (s) (¢) der Striatae (1) und Orbitae (2) beider Seiten angepasst. (B) Nach der Zerlegung der
Summenfunktion in die Einzelkomponenten , striatale” (1), , glandulére” (2) und , kortikale" Aktivitét (3) wurdedie
Uberlappung zwischen striataler und glandul&rer Kurve als MaR fiir das Spill-over zwischen den beiden Regionen
betrachtet. Nach Nikolaus et al., 2003a, 2004a.

rotom (CM 3050, L eica, Bernsheim, BRD) aufei nanderfolgende transversal e Gefrierschnitte von
20 pum Dicke angefertigt. Jeder funfte Schnitt wurde auf einen Objekttrager aufgebracht und bei
Zimmertemperatur luftgetrocknet. Aus Rinderkortex wurden Radioaktivitétsstandards hergestelIt,
indem [®F]FMB in steigenden Konzentrationen (20-750 kBg/g Gewebe [Nassgewicht]) in
Eppendorf-Gefalie mit dem entsprechend portionierten Hirngewebe eingebracht wurde. Nach
manueller Homogenisierung der Standards wurden auch hier Gefrierschnitte von 20 um Dicke
angefertigt.

Das Prinzip der Storage-Phosphor-A utoradiographie besteht in der Photostimul ation von
mit Bariumfluorobromidkristallen (BaFBr: Eu?") beschichteten Bildplatten durch ionisierende
Strahlung. Das Auslesen der lonisationen erfolgt mit speziellen Scannern (,,Imaging Plate
Readers’, IPRs), bel denen ein Laserstrahl Uber die Bildplatten gefihrt wird; die emittierte
Lumineszenz wird durch einen PMT detektiert und in elektrische Signale umgewandelt (Ito et al .,
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1995). In der hier dargestellten Untersuchung wurden die Bildplatten (SR 2015, Fuji Medical
Systems, Clichy, Frankreich) fir 17 Stunden den striatalen Schnitten und Rinderhirnstandards
ausgesetzt. Nach der Exposition wurden die Platten mit einem Hochlei stungs-IPR (BA S5000,
Fuji Medical Systems, Clichy, Frankreich; raumliche Auflésung: 25 pm) gescannt. Die
resultierenden Bilder wurden mit dem Advanced Image Data Analyzer (AIDA 2.3.0.1, Raytest
| sotopenmessgeréte GmbH, Straubenhardt, BRD) analysiert. Hierbei wurde fir 2.2 mm vor bis
2.3 mm hinter Bregma der gesamte striatale Umriss al's ROI definiert. Fur jedes Tier wurde die
mittlere striatal e radioaktivitatskonzentration (MBg/cm?) berechnet.

2.1.1.2.6. Statistische Analyse

PET- und Autoradiographie-Daten wurden zerfallskorrigiert. Im Anschluss wurden fir
PET (nicht-partialvolumenkorrigiert, partialvolumenkorrigiert, partial volumen- und spill-over-
korrigiert) und Autoradiographie tber jewells sdmtliche Tiere Mediane sowie 25. und 75.
Perzentile der striatalen Radioaktivitatskonzentrationen bestimmt. Die Autoradiographie- Daten
wurden mit den partialvolumenkorrigierten PET-Daten vor und nach Vornahme der Spill-over-
Korrektur korreliert. AlsMal fiir die Ubereinstimmung zwischen den mit Autoradiographie und
den mit PET ermittelten striatalen Radioaktivitdtskonzentrationen wurden die Pearson-
Korrelationskoeffizienten bestimmt (einseitiger t-Test, a= 0.01).

21.13. Ergebnisse

Abb. 8 zeigt ein charakteristisches TierPET-Bild in koronaler Schnittfiihrung und eine
Abbildung des Rattenkopfes aus dem stereotaktischen Gehirnatlas von Toga und Mitarbeitern
(Togaeta., 1995). Die Ubereinstimmung zwischen dem PET-Bild und der Makroanatomie des
Rattenkopfes ist offensichtlich; die hochsten [**F]JFMB-Akkumulationen kénnen den
Harderschen Drisen und dem Striatum zugeordnet werden.

Abb. 9 zeigt transversale PET- und Autoradiographie-Bilder derselben Ratte. Beide

Methoden zeigen, dass das Striatum die hochsten intrazerebralen [*®F]FMB-K onzentrationen
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Abb. 8. Koronarschnitte durch den Kopf einer Sprague-Dawley-Ratte. (A) zeigt ein charakteristisches TierPET-Bild.
(B) wurde dem digitalen, stereotaktischen 3D-Gehirnatlas von Toga und Mitarbeitern entnommen (Toga et al.,
1995). Die Abbildung zeigt die Ubereinsimmung zwischem dem PET-Bild und der Makroanatomie des
Rattenkopfes. Die hochsten [**F]FMB-Akkumulationen befinden sich im Striatum (1) und in den retroorbital
gelegenen Harderschen Driisen (2). Nikolaus et al., 2001.

Abb. 9. Transversalschnitte durch den Kopf einer Sprague-Dawley-Ratte. (A) zeigt ein charakteristisches TierPET -
Bild. (B) zeigt ein autoradiographisches Schnittbild des Zerebrums derselben Ratte. Der Umriss des
autoradiographischen Schnittbildes wurde auf das PET-Bild Ubertragen. 1, Striatum, 2, Speicheldriise. Nikolaus et
al., 2001.
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Abb. 10. Korrelation der mit PET und Storage-Phosphor-Autoradiographie gemessenen striatalen [*°F]FMB-
Konzentrationen nach Zerfalls-, Partialvolumen- und Spill-over-Korrektur (n=10). Esergab sich eine signifikante
positive Korrelation mit einem r = 0.824. Steigung a und y-Achsenabschnitt b der Regressionsgeraden lagen bei
0.647 beziehungsweise 0.117. Nach Nikolaus et al., 2001.

aufweist. Ein offensichtlicher Vortell der in vivo Methode ist jedoch, dass neben den
intrazerebralen auch die extrazerebralen [*®F]FMB-Anreicherungen in Harderscher Driise (Abb.
8) und Speicheldriise (Abb. 9) dargestellt werden kénnen.

Vor Durchfuhrung der Partialvolumenkorrektur betrug der Median der mit PET
gemessenen striatalen Radioaktivitétskonzentrationen 0.15 MBg/cm?® (25. Perzentil: 0.12
MBag/cmg, 75. Perzentil: 0.16 MBg/cm3. Nach Vornahme der Partialvolumenkorrektur stieg der
Median auf 0.40 MBg/cm? (25. Perzentil: 0.32 MBg/cm?, 75. Perzentil: 0.44 MBg/cm3). Mithin
fUhrte die Partialvolumenkorrektur zu einem vierfachen Anstieg der im Striatum gemessenen
Radioaktivitéatskonzentrationen. Nach Spill-over-K orrektur der partialvolumenkorrigierten Daten
ergab sich ein geringfligig reduzierter Median von 0.38 MBg/cm3 (25. Perzentil: 0.30 MBg/cm?g,
75. Perzentil: 0.43 MBg/cm?). Die Ligandenakkumulation in den retroorbital gelegenen
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Harderschen Driisen resultierte somit in einer 5%igen Uberschitzung der striatalen Radioakti-
vitétskonzentrationen.

Der Median der autoradiographisch bestimmten Radioaktivitétskonzentrationen betrug
0.42 MBg/cm? (25. Perzentil: 0.24 MBg/cm3, 75. Perzentil: 0.51 MBg/cm?). DieKorrelierung der
in vivo und ex vivo gemessenen striatalen Radioaktivitatskonzentrationen ohne jede Korrektur
ergab einen Pearson-K orrel ationskoeffizienten (r) von 0.813 (einseitiger t-Test, p=0.002). Nach
Vornahme einer Partialvolumenkorrektur der striatalen Radioaktivitétskonentrationen war r =
0.818 (einsaitiger t-Test, p = 0.002). Nach zusétzlicher Spill-over-Korrektur lag r bei 0.824 (p =
0.002, Abb. 10).

2.1.1.4. Diskussion

DasTierPET besteht ausvier planaren, orthogonal angeordneten, pixellierten, Y AP(Ce)-
Blockdetektoren, wobel jeder Detektor mit dem ihm gegeniberliegenden in Koinzidenz
geschaltet ist (Weber et a., 1997). Im Vergleich zu Kameras mit ringformiger Konfiguration
(ohne Mdglichkeit zur DOI-Bestimmung) wird durch den Einsatz der rotierféahigen planaren
Module die Parallaxe reduziert und die Uniformitét der Aufldsung im gesamten FOV erhoht.
Allerdings ist die Sengitivitét aufgrund des niedrigen Z«; der YAP-Kristalle und der kleinen
Detektorflachen verhétnisméRig niedrig. Uberdiesist sieim Zentrum des FOV sam groften und
fallt zum Rand hin bis auf 1.5 % des Maximums ab. Ein wichtiges Charakteristikum der
dedizierten Kleintierkameras mit im Winkel von 90° oder 180° angeordneten Detektoren ist
daher in der Regel, dass die Detektorabstande zur Erreichung einer optimalen Sensitivitét variiert
werden konnen. Auflésung und Sensitivitét des TierPETs betragen 2.1 mm FWHM und 47
cpgkBag/ml (3.24 cpg/kBq; fur einen Zentrum-Detektor-Abstand von 80 mm). Damit ist diese
Kamera- unter den Tomographen, mit denen bisdato inhaltliche Studien durchgeftihrt wurden -
hinsichtlich ihrer Performance dem Sherbrooke APD-PET (Lecomte et al., 1994) und dem
RATPET (Bloomfield et al., 1995) vergleichbar (s. Tab. | im Anhang). Gegeniiber dem PCR-
(Brownell et al., 1989) und dem Hamamatsu SHR-2000 (Watanabe et al., 1992) ergibt sich eine
hohere Auflésung, jedoch eine deutlich schlechtere Sensitivitét, wéhrend sich gegeniiber dem
MicroPET (Cherry et al., 1996), dem ATLAS-Scanner (Seidel et al., 2003) und dem IndyPET-II
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(Rouze & Hutchins, 2003) eine niedrigere Aufldsung, jedoch elne hthere Senditivitét ergibt. Dem
dual-HIDAC (Jeavonset a., 1999) ist das TierPET hinsichtlich sowohl der Aufldsung als auch
der Sengitivitét deutlich unterlegen.

Die Rekonstruktion der TierPET-Bilder erfolgt mit einem MLEM-Algorithmus; iterative
Verfahren haben gegeniber der FBP den Vorteil, dass ein exakteres Projektionsmodell
angenommen wird. Vergleichende Studien, die mit dem MicroPET (Chatziioannou et a ., 2001)
und dem IndyPET (Frese et al., 2003) durchgefuhrt wurden, zeigten entsprechend, dass die
Implementierung iterativer Algorithmen zu einer htheren quantitativen Genauigkeit fhrt.

Unsere Ergebnisse zeigten eine signifikante postive Korrelation zwischen den mit dem
TierPET und den mit der Methode der Storage-Phosphor-A utoradiographie gemessenen striatalen
striatalen Radioaktivitatskonzentrationen. Dabei konnten etwa 70% der Varianz der TierPET-
Daten durch die,, tatsachlichen® striatalen [*®F]FM B-K onzentrationen erklart werden, wiesiemit
der Storage-Phosphor-Autoradiographie als Goldstandard ermittelt wurden.

Die Korrelation der in vivo und ex vivo ermittelten Radioaktivitatskonzentrationen war
nahezu unabhangig von der Vornahme einer Partialvolumen- oder Spill-over-Korrektur. Dies
liegt darin begriindet, dass es sich bei beiden Korrekturen de facto um die Multiplikation der mit
dem TierPET gemessenen Rohdaten mit einem bestimmten Faktor handelt, der bei der
Partial volumenkorrektur fur alle Tiere identisch war und bel der Spill-over-Korrektur fur alle
Tierein der gleichen Grolenordnung lag. Beide Korrekturen sind jedoch entscheidend fir die
guantitative Genauigkeit der TierPET-Daten: ohne Vornahme einer Partialvolumenkorrektur
wurde die striatal e Radioaktivitatskonzentration um~ 60% unterschétzt, wahrend der Verzicht
auf eine Spill-over-Korrektur zu einer ~ 5%igen Uberschitzung der Striatalen
Radioaktivitatskonzentrationen fuhrte. Dabel ist es bemerkenswert, dass sich nach Vornahme—
insbesondere der Partialvolumenkorrektur — auch eine sehr gute quantitative Ubereinstimmung
der in vivo und ex vivo bestimmten striatalen Radioaktivitatskonzentrationen ergab.

Bei ['"®F]FMB handelt es sich um einen - im Vergleich zu etwa [*'C]Racloprid oder
[M'C]MSP - weniger etablierten D,-Rezeptorliganden. Dabei hat diese Substanz jedoch den
Vorteil, vermoge der ®F -Halbwertszeit von 109.7 Minuten Messungen (iber einen langeren
Zeitraum zu ermdglichen. Weiterhin hat *F von allen Positronenstrahlern der ersten Reihe die
niedrigste Positronenrei chweite. Hierausfol gt eine hdhere Ortsaufl 6sung, wasbei der Darstellung

von Zielregionen mit einem Durchmesser in der Grofdenordnung des Rattenstriatums von grof3er
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Bedeutung ist. Alle diese Begleitumstande legen eher die Verwendung eines *°F- als eines 'C-
markierten Radioliganden nahe. Nachdem in friheren Studien gezeigt worden war, dass
[**F]FM B und andere Benperidol-Analoga nicht nur durch eine hinreichende Affinititét fir den
D,-Rezeptor nicht-humaner Primaten (K; = 3.6 nM) und Méuse (K; = 5.2 nM) gekennzeichnet
sind (Suehiro et al., 1990, Moerlein et al., 1992a, b), sondern auch anderen bekannten *°F-
markierten D,-Rezeptorliganden wie dem [**F]MSP (Arnett et al ., 1995), dem [*®F]ESP (Jovkar
et al., 1990) und dem [*®F]Fallyprid (Christian et al., 2000) hinsichtlich der Selektivitét (iberlegen
sind, fiel firr diese Studie unsere Wahl auf das[**F]FMB.

Das Ziel dieser Studie war die Validierung des TierPETs durch den Vergleich der mit
dieser Kamera und einer Referenzmethode gemessenen striatalen [*®F]FMB-K onzentrationen.
Alssolcheverwendeten wir die ex vivo Autoradiographie, die nicht nur fir die Durchfihrung von
Rezeptorbindungsstudien die Methode der Wahl ist, sondern auch bei der Validierung von
Kleintierkamerasfur unterschiedliche Fragestellung eine breite Anwendung findet (Antoni et al.,
1997, Gambhir et al., 1998, Hayakawaet a., 2000, Ogawaet al., 2000, Wu et al., 2000). Bei der
Verwendung von Film- oder Storage-Phosphor-Autoradiographie as sogenannten
» Goldstandard” muss man sich jedoch der Tatsache bewusst sein, dass auch dieser Methode
zahlreiche Unwéagbarkeiten innewohnen. Hierzu gehoren kleine Abweichungenin der Dicke der
Gehirnschnitte ebenso wie in der Qualitét der manuell homogenisierten Rinderhirnstandards.
Hinzu kommt, dass sowohl die Gehirnschnitte als auch die gleichfalls mit dem Mikrotom
geschnitteten Standards Beschéadigungen durch das Messer aufweisen konnen. Mithin liefert
auch die Autoradiographie nicht notwendigerwei sefehlerfreie Resultate. Zudem wurden die mit
der Methode der A utoradiographie gemessenen Radi oaktivitétskonzentrationen Uber die gesamte
rostrokaudal e Ausdehnung des Striatums gemittelt. Infolge aller dieser Faktorenlag die Varianz
zwischen den Schnitten bei den einzelnen Tieren zwischen 12 und 37%.

Die PET-Daten wurden ausgewertet, indem fur jedes Tier ein koronarer Hirnschnitt
ausgewdhlt wurde, auf dem die Definition der linken und rechten striatalen ROI erfolgte. Die
Auswahl eines geeigneten Schnittbildes hing dabei zum einenvon der Lokalisation des striatalen
Aktivitétsmaximums und zum anderen von der Radioaktivitatsakkumul ation in den Harderschen
Drisen ab. Folglich wurden die striatal en Radi oaktivitétskonzentrationen mit dem TierPET nicht
fur das gesamte Striatum, sondern lediglich fur die Schicht bestimmt, die durch den hochsten

striatalen Durchmesser und das niedrigste Spill-over aus den Harderschen Driisen gekennzel chnet
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war. Die ermittelten Radioaktivitatskonzentrationen sind mithin lediglich fur den mittleren Teil
des Caudatoputamens reprasentativ. Uberdies waren die fur die ROI-Definition ausgewahlten
Schichten nicht bel alen Tieren identisch, da auf Grund mangelnder anatomischer
Koregistrierung keine exakte Bestimmung der anterioposterioren stereotaktischen Koordinaten
moglichwar. Aufgrund der relativ niedrigen Zahlraten von 70 bis 380 Zerfadlen pro ROl waren
die PET-Daten zudem einer nattirlichen statistischen Varianz von 5 bis 12% unterworfen. Esist
bemerkenswert, dass die Korrelierung der PET-Daten mit den autoradiographisch ermittelten
Werten - ungeachtet der die Ergebnisse beider Methoden beeintréchtigenden Stérvariablen
verschiedenen Ursprungs - eine Datenabhéngigkeit von nicht weniger als 68% ergab.

Infolge der sorgfaltigen Positionierung der striatalen ROIs erwies sich das Spill-over aus
der Harderschen Drise as minimal. Dies wurde zum einen durch die raumliche Aufldsung der
Kamera erreicht, die eine Trennung der striatalen und orbitalen Aktivitétsmaxima erlaubt; wie
Abb. 7 zeigt, liegt zwischen den beiden Peaks eine Strecke, die dem zweifachen der raumlichen
Auflésung entspricht. Uberdies wurde der Durchmesser der striatalen ROIs auf 2.5 mm
festgesetzt; wie aus den striatalen und orbitalen Aktivitétsprofilen ersichtlichist, kdnnen diein
striatalen ROI dieser Grof3e gemessenen Radioaktivitatskonzentrationen lediglich in geringem
Ausmal3 Spill-over-Strahlung aus der Harderschen Driise enthalten. Infol gedessen beeinflusste
unsere Spill-over-K orrektur die Quantifizierung der striatalen Radioaktivitétskonzentrationen nur
minimal und Ubte keinerlei Einfluss auf die Korrelation zwischen PET- und Autoradiographie-
Daten aus.

Hume und Mitarbeiter berichteten weit voneinander abweichende Resultate, als sie in
vivo mit dem RATPET gemessene Radioaktivitdtswerte mit den nach post mortem Dissektionim
Gammazahler erhaltenen Werten verglichen und fihrten diese Unterschiede auf Partial volumen-
und Spill-over-Effekte zuriick (Humeet al., 1996, Myerset a., 1999). In unserer Studielagendie
mit PET und Autoradiographie gemessenen Radioaktivitétskonzentrationen nach
Partialvolumenkorrektur der ersteren in der gleichen Grof3enordnung; Spill-over-Effekte ausden
Harderschen Drisen konnten weitgehend eliminiert werden. Hierbel bedarf es jedoch des
Hinwelses, dass der Partialvolumeneffekt in unserer Untersuchung lediglich auf der Grundlage
von Phantomstudien abgeschatzt wurde. Hieraus resultierende mogliche Uberschiatzungen der
,wahren" striatalen Radioaktivitatskonzentrationen sind sicherlich eine Ursache dafir, dass

unsere Regressionsgerade (Abb. 10) nicht durch den Nullpunkt verléuft. Eine weitere
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Verbesserung der quantitativen Ubereinstimmung koénnte durch Koregistrierung von
funktionellen und morphologischen Bilddaten erreicht werden, die eine exakte anatomische
Orientierung und damit in den einzelnen Schichten die Bestimmung spezifischer Recovery-

Faktoren fur jedes Zielvolumen erlauben (Miller-Gartner et al., 1992, Weckesser et al., 1997).
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2.1.2. In vivo Bestimmung der D,-Rezeptordichte und D,-Rezeptoraffinitat fir [*°F]N-
M ethylbenperidol im Striatum der Ratte”

21.2.1. Einleitung

Die vorangegangene Untersuchung zeigte, dass die Anreicherung von [*®F][FMB im D.-
rezeptorreichen striatalen Gewebe der Ratte mit dem TierPET quantifiziert zu werden vermag.
Dabei ergab sich eine signifikante positive Korrelation sowie eine sehr gute quantitative
Ubereinstimmung der in vivo mit Kleintier-PET und ex vivo mit Storage-Phosphor-
Autoradiographie gemessenen striatalen Radioaktivitdtskonzentrationen.

Eine Voraussetzung fur die exakte Bestimmung der Bindungsparameter mit Hilfe
bildgebender Verfahrenist die Messung der arteriellen freien Ligandenkonzentration. Dajedoch
die wiederholte Entnahme hinreichend grof3er Blutmengen bel kleinen Versuchstieren
problematisch ist, wurden in den bisang mit Klentier-PET durchgefihrten D-
Rezeptorbindungsstudien vereinfachte Modelle zugrunde gelegt, die eine Abschétzung des BPs
ohne Generierung einer arteriellen Input-Funktion erlauben. Hierzu gehéren das dynamische
(Tsukadaet al., 1996, Unterwald et al., 1997, Maggos et al., 1998), das non-invasiv graphische
(Nguyen et al., 2000, Suzuki et al., 2001, Le Masurier et a., 2004, Schiffer et al., 2006) und das
vereinfachte Referenzgewebe-Modelle (Torres et al., 1995, Hume et al., 1995, 1996, Fricker et
a., 1997b, Opacka-Juffry et al., 1998, Araujo et a., 2000, Ishiwata et a., 2002a,b, Umegaki et
al., 2002, Ingji et a., 2005). Dartiberhinaus wurde in einer Studie die Radioaktivitdt in der
Zielregion zu der pro Gewebevolumen injizierten Radioaktivitdtsdosis in Beziehung gesetzt
(Ogawaet al., 2000).

Dakeiner dieser Ansétze die separate Bestimmung von K und Brax erlaubt, beschreiben
wir hier eine Methode, die das Prinzip der Sattigingshindungsanalyse auf diein vivo Bildgebung
bei kleinen Labortieren angewendet und auf diese Weise die Bestimmung von Kp und B
analog zu in vitro Experimenten mit linearer (,Scatchard Plot*) oder nicht-linearer Re-
gressionsanalyse ermoglicht.

In vitro Radioligandenbindungsstudien liegt die Annahme zweier Kompartimente

2 Durchfihrung des Experimentes: April 1999 — Mé&rz 2000; Erstpublikation: April 2003
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zugrunde, die in derselben Kivette lokalisiert sind und zum einen die Gewebeschnitte mit den
Rezeptoren, zum anderen die Pufferlésung mit dem Radioliganden bezeichnen (Abb. 3). Wenn
wir das Prinzip der in vitro Séttigungsbindungsanalyse auf diein vivo Bildgebung tbertragen, so
kann diefreie Ligandenkonzentration, [L], den gepoolten Kompartimenten C, + C,' zugeordnet
werden, wahrend die Konzentrationen der freien Rezeptoren, [R], und der Rezeptor-Liganden-
Komplexe [LR], dem Kompartiment C3 angehtren. Die spezifische Bindung kann durch die
Subtraktion der nicht-spezifischen und freien Radioligandenkonzentrationen, [L], von der
gesamten Radioaktivitétskonzentration, [LR], bestimmt werden, wobei [L] aus der REF und
[LR] aus der ROI abgeleitet werden kdnnen.

Die Interaktion von Rezeptor und Radioligand wird durch

[L]+[R] « [LR] Gl(1)
beschrieben. Da diese Reaktion von Assoziationss und Dissoziationskonstante (Kon
beziehungsweise k) bestimmt wird, gilt nach dem Gesetz der Massenwirkung im Equilibrium

Kon[LI[R] = ko [LR] GL(2)

Dadie Equilibriumsdissoziationskonstante, Kp, as kq/kon definiert ist und die Rezeptordichte,
Bmax = [R]+[LR], fUhrt Substitution in Gl. (2) und Umformung zu

[L][R]=EL+[[LL]] 6.3

Bel der Verabreichung von Tracerdosen mit [L] « Kp, erhdlt man dasVerhdtnis der gebundenen

zur freien Radioligandenkonzentration durch Umformung von Gl. (3) as

[LR] _ Bra Gl. (4)
L] Kp

Bmax/Kp Wird a's BP bezeichnet. Wird [LR] gegen [L] aufgetragen, erh&lt man B s und Kp wie

bei der in vitro Séttigungsbindungsanalyse aus der resultierenden Hyperbel mittels nicht-linearer

Regressionsanalyse.

Von Tsukada und Mitarbeitern wurde bis dato eine in vivo Scatchard-Analyse als
Erganzung zu einer Kleintier-PET-Studie durchgefihrt; Zweck war hierbei, zu kléaren, ob die
beobachtete Reduktion der Rezeptorbindung auf Anderungen von K oder By, zuriickzufiihren
sind (Tsukada et a., 1996). Im Gegensatz hierzu untersuchten wir, ob die klassische in vitro
Séttigungshindungsanal yse auch unter in vivo Bedingungen valideist. Zu diesem Zweck wurde

neben der in vivo Sattigungsbindungsanalyse mit PET auch eine konventionelle in vitro
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Bestimmung von Kp und Bna mit der Methode der  Storage-Phosphor-Autoradiographie
durchgefuihrt (Nikolaus et al., 2003a, 20044).

2.1.2.2. M ethode

21221 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 15 mannliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles River, St.
Aubin-les-Elbeuf, Frankreich) mit einem Gewicht zwischen 300 und 500 g. Acht Tierewurden
mit PET untersucht, wahrend die Gehirne sieben weiterer Tiere einer in vitro Autoradiographie
unterzogen wurden. Die Experimente wurden von der Bezirksregierung in Koln genehmigt und
in Ubereinsimmung mit dem Deutschen Tierschutzgesetz im Ingtitut fur Medizin

(Forschungszentrum Julich GmbH) durchgefiihrt.

21222 Radiochemie

['8F]FM B wurde vom Institut fiir Nuklearchemie (Forschungszentrum Jilich GmbH) zur
Verfligung gestellt. Die Synthese erfolgte nach dem Verfahren von Moerlein und Mitarbeitern
(Moerlein et al., 1992a). Die nukleophile aromatische Fluorinierung mittles Substituierung der
O,N-Gruppe durch *®F wurde durchgefiihrt, wie fiir den Butyrophenonliganden [**F]MSP
beschrieben (Hamacher & Hamkens, 1995). Diemit HPL C bestimmte radiochemische Reinheit
Uberstieg 98%. In den in vivo Experimenten variierte die spezifische Aktivitdt zum
I njektionszeitpunkt im Bereich einer Grof3enordnung (Reichweite: >11 bis>100 TBg/mmol). Die

injizierten molaren Mengen lagen zwischen 0.81 und 5.40 nmal.

2.1.2.2.3. PET-Messungen

Protokoll. Nach kurzzeitiger | nhal ationsanésthesie mit | sofluran (Forene®, Abbott GmbH
& Co.KG, Wiesbaden, BRD) wurde den Ratten ein Gemisch von Ketaminhydrochlorid
(Ketavet®, PharmaciaGmbH, Erlangen, BRD; Konzentration: 100 mg/ml, Dosis: 0.9 mi/kg) und
Xylazinhydrochlorid (Rompun®, Bayer, Leverkusen, BRD; Konzentration: 0.02 mg/ml, Dosis:
0.4 mi/kg) in den Glutealmuskel injiziert. [**F]FMB (MW = Standardabweichung [SD]: 70.4 +
8.7 MBQ) wurde mit 0.9% NaCl (10% Ethanol) verdinnt und indie V. jugularis appliziert. Das
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mittlere Injektionsvolumen betrug 1.0 + 0.5 ml. Dieinjizierte Radioaktivitdtsdosislag bel 158.3
+ 24.2 MBa/kg.

Nach der Wundversorgung wurden die Tiere dergestalt auf der Objekthalterung des
TierPETs positioniert, dass die Striata im Zentrum des FOVs lagen. Die Datenakquisition
erfolgte Uber einen Zeitraum von 36 Minuten (sechs Zeitfenster von jewells sechsminutiger
Dauer) in Winkelschritten von 7.5° (30 S/Winkel schritt). Zwischen der Radioaktivitatsapplikation
und dem Beginn der Messungen vergingen 8.1 + 4.4 Minuten. Die Daten wurden prozessiert, wie
in Absatz 2.1.1.2.4. beschrieben. Die Rekonstruktion erfolgte unter Verwendung einesMLEM-
Algorithmus' (Lipinski et al., 1997) in aufeinander folgenden Schichten von jeweils2 mm Dicke.

Datenanalyse. Fur jedes Tier wurden die sechs Zeitfenster aufsummiert und das
resultierende Summenbild mit dem MPI-Tool (Version 2.57, Advanced Tomo Vision, Erftstadt,
BRD) analysiert. Auf der Grundlage des Gehirnatlasses von Paxinos und Watson (Paxinos &
Watson, 1986) wurden die Striata auf koronaren Schnittbildern lokalisiert. Um den Mittel punkt
eines jeden Striatums wurde eine kreisférmige ROl mit einem Durchmesser von 2.5 mm
gezogen. Die Lage der ROIs wurde fir jedes Tier individuell angepasst. Die Studien von
Moerlein und Mitarbeitern zeigen, dass etwa 30 Minuten nach Applikation von [**F]FMB das
Bindungsequilibrium im Striatum des Affen erreicht ist (Moerlein et a., 1997b); das Namliche
wurde fur ["'CJCMB im Striatum der Maus nachgewiesen (Suehiro et al., 1990). Auf der
Grundlage dieser Befunde wurden die Radioaktivitatskonzentrationen im linken und rechten
Striatum (iber die letzten drei Zeitfenster gemittelt (, Late-Time*-Methode, s. Ubersichtsarbeit
von Ito et a., 1998) und — wie zuvor beschrieben — partialvolumen- und spill-over-korrigiert.

In ihrer autoradiographischen Studie mit [*?*1]Epideprid als Radioligand beschrieben
Kessler und Mitarbeiter kortikale und zerebellére D,-Rezeptorkonzentrationen, die um eine
beziehungsweise zwei Grélenordnungen gegeniiber der striatalen D,-Rezeptorkonzentration
erniedrigt waren (Striatum: Bmax = 36.7 fmol/mg, Kortex: Bma = 1.04 fmol/mg, Zerebel lum: B
=0.37fmol/mg; Kessler et a., 1991). Daesaufgrund der niedrigen Radioaktivitatsakkumul ation
und fehlender anatomischer Information schwierigist, zerebellare ROl s auf reproduzierbare Art
und Weise zu definieren, wurden die Radioaktivitatskonzentrationen im Okzipitalkortex alsMal3
fUr diefreie und nicht-spezifische Radioligandenbindung im Gehirngewebe betrachtet. Da Spill-
over aus den Harderschen Driisen zu den im Kortex gemessenen Radi oaktivitétskonzentrationen

beitragen kann, ist es nicht moglich, diese durch einfache ROI-Definition auf koronalen oder
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transversalen Schnittbildern zu bestimmen. Stattdessen wurden die wechselseitigen
Beeinflussungen der einzelnen Regionen abgeschétzt, indem fir jede Seite des Rattenkopfes
Linienaktivitatsprofile durch Orbita, Striatum und die angrenzende K ortexregion gelegt wurden
(Abb. 7A). Im Anschluss wurde die Gauss sche Modellfunktion

y= AHD exp —0.5[(X-mHD)/SHD] 2+ASTR exp —05[(X-mSTR)/SSTR] 2+AKOR eXp—O.5[(X'I'T'IKOR)/SK()R]2

an die Linienaktivitétsprofile angepasst mit App, Asrr Und Akor a's Normalisierungsfaktoren,
Mup, Mstr UNAd Mkor als X-Koordinaten der Aktivitatsmaxima und Syp, Sstr Und Skor as die
FWHM-Werte der glanduléren, striatalen und kortikalen Kurven. Die entstandene
Summenfunktion wurde in die Einzelkomponenten , striatale”, , retroorbitale* und , kortikal €
Aktivitat zerlegt (Abb. 7B). Die Uberlappung zwischen striataler und glandul&rer Kurve wurde
als Mal3 fur das Spill-over zwischen den beiden Regionen betrachtet; die Spill-over-K oorektur
erfolgte, wiein Kapitel 2.1.2.2.4. beschrieben. Die kortikale Kurve lieferte einen Schétzwert fur
die freie und nicht-spezifisch gebundene Radioligandenkonzentration im Gehirngewebe.

Aus den zerfallskorrigierten striatalen und kortikalen Radioaktivitdtskonzentration
(MBg/cm?3) und den bekannten spezifischen Aktivitéten zu Beginn des vierten Zeitfensters
(MBg/nmol) wurden die molaren striatalen und kortikalen Radioligandenkonzentrationen
(fmol/mg) berechnet. Fur jedes Tier wurde die molare kortikal e Radioligandenkonzentration von
den molaren linken und rechten striatalen Radioaktivitatskonzentrationen subtrahiert, um die
spezifisch gebundenen Radioligandenkonzentrationen zu erhalten; diese wurde im Anschluss
Uber linkes und rechtes Striatum gemittelt.

Fir die nicht-lineare Regressionsanalyse (GraphPad Prism fur Windows, Version 3.0,

GraphPad Software, San Diego, USA) wurden Séttigungsbindungskurven generiert, indem die

hyperbolische Funktion y = KB”‘%X an den Datensatz angepasst wurde; dabei entsprachenx und
X

D
y den freden (nmol/l) beziehungsweise spezifisch gebundenen  (fmol/mg)
Radioaktivitétskonzentrationen [L] und [LR]. Fir die erhaltenen Kp- und Brax-Werte werden
Standardabweichungen (SDs) angegeben, die Funktionen der Freiheitsgrade, des Abstandes der
Datenpunkte von der angepassten Kurve und der allgemeinen Form der Kurve darstellen. Des

weiteren werden die Varianzkoeffizienten (%CV) als Mal3 fur die Identifizierbarkeit der
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Parameter mitgeteilt. Die Glte der Anpassung wurde durch Berechnung des
Korrelationskoeffizienten R2 bestimmt; diese erfolgte durch Division der Quadratsumme der
vertikalen Abstande zwischen den Datenpunkten und der angepassten Kurve durch die
Quadratsumme der Absténde zwischen den Datenpunkten und einer horizontalen Linie durch den

Mittelwert aler y-Werte. Fir die lineare Regressionsanayse wurde die Geradengleichung

'=- Kix'+% an die Scatchard-transformierten Daten angepasst, wobei x* und y* [LR]
D D

beziehungsweise [LR]/[L] entsprachen. Bma Wird dabel durch den x-Achsen-Abschnitt der
Scatchard-Geraden wiedergegeben, wahrend die Steigung —1/Kp ist. Neben Kp und Bia Werden
MWs und SDsfur die Steigung und den y-Achsenabschnitt mitgeteilt. Die Gite der Anpassung

wurde durch Berechnung des K orrelationskoeffizienten r2 bestimmt.

21224 In vitro Autoradiographie

Nach Inhal ationsanasthesie mit | sofluran wurden die Ratten durch Genickbruch getotet.
Die Gehirne wurden entfernt und in Isopentan (-70°C) tiefgefroren. Objekttrager wurden mit L-
Polylysin-Hydrobromid (Sigma, Taufkirchen, BRD; 1 mg/ml Aquande) beschichtet
(Inkubationsdauer: 20 Minuten) und Uber Nacht bei Zimmertemperatur getrocknet. Von 2.2 mm
vor bis 2.3 mm hinter Bregma (Paxinos & Watson, 1986) wurden transversale Gefrierschnitte
(CM3050, Leica Camera AG, Solms, BRD) von 20 pum Dicke angefertigt und auf die
Objekttrager aufgebracht. Die Schnitte wuren luftgetrocknet und bei -4 bis -8°C gelagert.

Die Gehirnschnitte wurden bei Zimmertemperatur 60 Minuten lang mit 0.36 nmol/I
['®F]FMB (spezifische Aktivitét > 75 TBg/mmol) und steigenden K onzentrationen unmarkierten
(3-N-Methyl)Benperidols in 50 mmol/l Tris-HCI-Puffer (pH 7.4) inkubiert. Die Pufferlésung
enthielt zudem 120 mmol/lI NaCl, 5 mmol/l KCI, 2 mmol/I CaCl,-Dihydrad, 1 mmol/l MgCl,-
Hexahydrat und 0.2 umol/l |dazoxan-Hydrochlorid. Nach der Inkubation wurden die Objekttrager
zweimal fur die Dauer von jeweils 5 Minuten in eisgekihlter Pufferldsung gewaschen. Nach
kurzem Eintauchen in eisgekihltes Aquayiqes Wurden die Gehirnschnitte in einem kihlen
L uftstrom getrocknet.

In vivo wurde die spezifische Bindung durch Subtraktion der freien, das heil3t, kortikalen
Radioligandenkonzentration von der Gesamtbindung bestimmt (s. Kapitel 2.1.2.2.3). In vitro

wurde die spezifische Bindung zum Zweck der Validierung zum einen durch gemeinsame
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Inkubation mit dem Radioliganden und 10 pmol/l Racloprid bestimmt. Zum zweiten wurde die
kortikale Radioaktivitat —in Analogie zur Auswertung der PET-Bilder —as Abschétzung fur die
nicht-spezifische Bindung betrachtet. Radioaktivitatsstandards wurden aus Rinderkortex
hergestellt; dabei wurde [*®F]JFMB in steigenden Konzentrationen (37 - 740 kBg/g Gewebe
[Nassgewicht]) in Eppendorf-Gefél3e mit dem entsprechend portionierten Hirngewebe
eingebracht. Nach manueller Homogenisierung der Standardswurden Gefrierschnitte von 20 um
Dicke angefertigt.

Wieunter 2.1.1.2.5. beschrieben, wurden BaFBR:Eu?*-beschi chtete Bil dplatten (SR 2015,
Fuji Medica Systems, Clichy, Frankreich) fur 17 Stunden den striatalen Schnitten und
Rinderhirnstandards ausgesetzt. Nach der Exposition wurden die Platten mit einem
Hochle stungs-IPR (BAS5000, Fuji Medical Systems, Clichy, Frankreich; raumliche Auflésung:
25 pm) gescannt. Die resultierenden Bilder wurden mit dem Advanced Image Data Analyzer
(AIDA 2.3.0.1, Raytest Isotopenmessgerate GmbH, Straubenhardt, BRD) analysiert. ROIs
Owurden im zentralen Striatum und im frontoparietalen Kortex definiert (Flache: 1.36 £ 0.4 mm?
beziehungsweise 2.5 £ 1.6 mm?).

Fur jedes Tier wurden dielinken und rechten zerfall skorrigierten striatalen und kortikalen
Radioaktivitétsakkumulationen pro mm? gemittelt und in Radioligandenkonzentrationen
(fmol/mg Gewebe [Nassgewicht]) umgerechnet. Nach Subtraktion der nicht-spezifischen
Bindung wurden MWsund SDs der spezifischen Bindung fir jede Radioligandenkonzentration
in der Inkubationsldsung berechnet (0.36 — 5.36 nmol/l: n = 6; 10.36 — 50.36 nmol/l: n = 5;
100.36 nmol/l: n=4). Analog zu den in vivo Experimenten wurden Sattigungsbindungskurven

generiert, indem die hyperbolische Funktion y = fmaix an den Datensatz angepasst wurde;
X
D

dabel entsprachen x und y den freien beziehungsweise spezifisch gebundenen
Radioaktivitéatskonzentrationen [L] und [LR]. Fur Kp und Bmax Werden SDs angegeben. Des
weiteren werden die Varianzkoeffizienten (%CV) als Mal3 fur die ldentifizierbarkeit der
Parameter mitgeteilt. Die Glte der Anpassung wurde durch Berechnung des

Korrelationskoeffizienten R?2 bestimmt. Fir die lineare Regressionsanalyse wurde die

Geradengleichung y' = - Ki X'+ Bhac an die Scatchard-transformierten Daten angepasst, wobel
D D

X' und y* [LR] beziehungsweise [LR]/[L] entsprachen. Bmax Wird dabel durch den x-Achsen-
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Abschnitt der Scatchard-Geraden wiedergegeben, wahrend die Steigung —1/Kp ist. Neben Kp und
Bmax Werden MWsund SDsfur die Steigung und den y-A chsenabschnitt mitgeteilt. Die Giite der

Anpassung wurde durch Berechnung des Korrelationskoeffizienten r2 bestimmt.

21.23. Ergebnisse

PET. Die mittlere striatale Radioaktivitétskonzentration betrug 0.36 + 0.12 kBg/mm?3
(MW = SD), wahrend die mittlere striatale Radioligandenkonzentration bel 18.3 £ 9.8 fmol/mg
lag. Nach Subtraktion der kortikalen (freien) Radioligandenkonzentration (7.9 + 4.3 fmol/mg)
betrug die mittlere spezifische Bindung 10.3 = 5.7 fmol/mg mit Werten zwischen 2.1 und 21.3
fmol/mg. Zwischen der injizierten molaren Menge von [**F]FMB und der kortikalen (freien)

Radioligandenkonzentration bestand eine lineare Beziehung (r = 0.72).
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Abb. 11. In vivo Séttigungsbindungsanalyse der [**F]FM B-Bindung an den striatalen D,-Rezeptor (n=8). (A) Nicht-
lineare Regressionsanalyse der [**FJFMB-Bindung an den striatalen D,-Rezeptor (Kp = 6.2 NM, By = 16.03
fmol/mg). Als Abschédtzung fiir den Konzentrationsparameter diente die freie Radioligandenkonzentration. (B)
Scatchard-Analyse (Kp =5 nM, B = 15.3 fmol/mg). Nach Nikolaus et al., 2003a.
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Abb. 12. Invitro Séttigungsbindungsanal yse der [ **F] FM B-Bindung an den striatalen D,-Rezeptor (n = 7). Dienicht-
spezifische Bindung wurde durch Inkubation mit [**F]FMB und dem hoch-selektiven Kompetitor Racloprid (10
pmol/l) und in Analogie zu der Séttigungsbindungsanalyse der in vivo Daten durch Bestimmung der kortikalen
Radlioaktivitatskonzentrationen ermittelt. (A) Nicht-lineare Regressionsanalyse nach Subtraktion der [*F]FMB-
Bindung in der Anwesenheit von Racloprid (Kp = 4.4 nM, B = 84.1 fmol/mg). (B) Scatchard-Analyse nach
Linearisierung der Bindungsdaten (Kp = 7.1 nM, B = 102.4 fmol/mg). (C) Nicht-lineare Regressionsanayse nach
Subtraktion der Radioligandenkonzentrationen im Okzipitalkortex (Kp = 7.9 nM, B = 70.1 fmol/mg). (D)
Scatchard-Analyse nach Linearisierung der Bindungsdaten (Kp =5.6 nM, B,a = 63 fmol/mg). Wiedergegeben sind
die Mittelwerte und Standardabwei chungen. Nach Nikolaus et al., 2003a.
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Die nicht-lineare Regressionsanadyse mit der Radioligandenkonzentration im
Okzipitalkortex als Abschatzung fur den Konzentrationsparameter (Abb. 11A) ergab einen Ky
von 6.2 nM (SD: 3.8 nM, %CV: 61.3) und ein Bma von 16 fmol/mg (SD: 4.7 fmol/mg; %CV:
29.4; Figure 2). R? betrug 0.76. Nach Linerarisierung der Daten ergab die Regressionsanalyse des
Scatchard-Plots (Abb. 11B) einen Kg4- und einen Ba-Wert von 5 nM beziehungswelise 15.3
fmol/mg (Steigung: -0.2 £ 0.1, y-Achsen-Abschnitt: 3 + 0.9 fmol/mg). Der Korrel ationskoeffi-
Zient r? betrug 0.43.

Autoradiographie. Die mit der in vitro Storage-Phosphor-A utoradi ographie gemessene
mittlere striatalen Radioaktivitétskonzentration betrug 0.5 £ 0.2 kBg/mm3. Die MWs der
striatalen Gesamtradioligandenkonzentrationen ([**F]FMB + , kalter” Ligand) lagen zwischen 9.6
+ 1.1 fmol/mg (Inkubations 6sung: 0.36 M) und 1.4 + 0.1 pmol/mg (I nkubationsl 6sung: 100.36
nM). Nach Subtraktion der striatalen Benperidol-Bindung in der Anwesenheit von Raclopridlag
die mittlere spezifische Bindung zwischen 5 + 1.8 fmol/mg (Inkubationsl6sung: 0.36 nM) und
75.2 + 49.6 fmol/mg (Inkubationsl 6sung: 100.36 nM). Wurde zur Bestimmung der spezifischen
Bindung die kortikal e Benperidol-Bindung subtrahiert, lagen die Mittelwerte zwischen 4.4+ 0.8
fmol/mg (Inkubationsl6sung: 0.36 nM) und 154.2 £+ 95.7 fmol/mg (I nkubationsl 6sung: 100.36
nMm).

Die nicht-lineare Regressonsanalyse der Bindungsdaten nach Subtraktion der
Benperidol-Bindung in der Anwesenheit von Racloprid (Abb. 12A) ergab einen Kp von4.4 nM
(SD: 2.1nM, %CV: 47.7) und &n By von 84.1 fmol/mg (SD: 10.98 fmol/mg, %CV: 13.1). R?
betrug 0.98. In Abb. 12B sind die Bindungsdaten in Form el nes Scatchard-Plotsdargestel It (Kp =
7.1nM, Bmax = 102.4 fmol/mg, Steigung: -0.1 + 0.05, y-Achsen-Abschnitt: 14.4 + 2.2 fmol/mg,
r%: 0.68).

Die nicht-lineare Regressonsanalyse der Bindungsdaten nach Subtraktion der
Radioaktivitétskonzentration im Okzipitalkortex (Abb. 12C) ergab einen Kp von 7.9 nM (SD:
1.2,%CV: 15.2) und ein Byax von 70.1 fmol/mg (SD: 3.8 fmol/mg, %CV: 5.4). R2lag bei 0.998.
Nach der Lineariserung (Abb. 12D) ergaben sich ein Kp- und en Bya-Wert von 5.6 nM
beziehungswei se 63 fmol/mg (Steigung: -0.18 + 0.04, y-Achsen-Abschnitt: 11.2 + 1.3 fmol/mg,
r%: 0.83).
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2.1.2.3. Diskussion

Die in vivo mit PET und in vitro mit der Methode der Storage-Phosphor-
Autoradiographie erhaltenen Kp- und Bna-Werte von [**FJFMB betrugen 6.2 und 4.4 nM
beziehungsweise 16 und 84 fmol/mg. Die Daten zeigten auch dann eine gute Ubereinstimmung,
wenn—in Analogie zur PET-Auswertung —die kortikal e statt der striatalen Benperidol-Bindung
in der Anwesenheit von Racloprid als Mal3 fir die nicht-spezifische Bindung betrachtet wurde
(Kp =7.9nM, Bmax = 70 fmol/mg). Ungeachtet der methodischen Unterschiede erbrachten die
Séttigungshbindungsanalysen in der Art und Weise, in der sie hier durchgefihrt wurden, nahezu
identische Kp- und Bax-Werte. Diese Ubereinstimmung der Ergebnisse zeigt, dass Kp und B
mit dedizierten Kleintier-PET-Kameras an der lebenden Ratte analog zu in vitro
Séatti gungshi ndungsstudien bestimmt werden kdnnen.

Kp und B Wurden bislang nicht separat fiir die Bindung von [**F]FMB an den D--
Rezeptor der Ratte bestimmt. Die in dieser Studie mit PET und Storage-Phosphor-
Autoradiographie ermittelten Kp-Werte stimmen jedoch mit den Kj-Werten Uberein, dieMoerlein
bezi ehungswei se Suehiro und Mitarbeiter fir das Primaten- (K; = 3.6 nM) und M&usestriatum (K
= 5.2 nM) angeben (Suehiro et al., 1990, Moerlein et al., 19924). Diese Ubereinstimmung der
Zahlenwerte ist in Anbetracht der Unterschiede zwischen den Spezies und den angewendeten
Methoden bemerkenswert; so stehen sich hier zum einen in vivo PET und in vitro
Autoradiographie und zum anderen Studien an Gehirnschnitten der Ratte und
Membranhomogenatstudien an Affe und Maus gegeniiber. Uberdies liegt der Bestimmung des
Ki-Wertes grundsétzlich ein vollig anderes experimentel les Paradigma zugrunde: sowurdein den
Zitierten Untersuchungen (Suehiro et al., 1990, Moerlein et al., 1992a) [ *®F]FMB a's Kompetitor
um die D,-Rezeptorbindung von Spiroperidol eingesetzt, wahrend in unserer invitro Studie der
K p-Wert von [**F]FMB in Kompetition mit Racloprid bestimmt wurde.

In  der gegenwértigen  Studie  wurden  Kkortikale  statt  zerebelldre
Radioaktivitéatskonzentrationen as Abschétzung fur die freie und nicht-spezifische
Radioligandenkonzentration verwendet. In ihrer autoradiographischen Untersuchung mit
[*?®|]Epideprid als Radioligand fanden Kessler und Mitarbeiter, dass die kortikalen und
zerebelléren D,-Rezeptorkonzentrationen um eine beziehungsweise zwel Groéfenordnungen

gegentiber der striatalen Do-Rezeptorkonzentration erniedrigt waren (Striatum: Bmax = 36.7

146



fmol/mg, Kortex: Bma = 1.04 fmol/mg, Zerebel lum: By = 0.37 fmol/mg; Kessler et al., 1991).
Da es aufgrund der niedrigen Radioaktivitatsakkumulation und fehlender anatomischer
Information schwierig ist, zerebelldre ROIls auf reproduzierbare Art und Weise zu definieren,
entschieden wir uns, die kortikalen Radioaktivitatskonzentrationen as Mal3 fir die freie und
nicht-spezifische Radioligandenbindung im Gehirngewebe zu betrachten. Dabel wurde der
Okzipitalkortex a's Referenzregion gewahlt, dafrihere Untersuchungen einen anterioposterioren
Gradienten in der D,-Rezeptorbindung zeigten, wobel die frontale die okzipitae D,-
Rezeptordichte um das Dreifache Uberstieg (Lidow et al., 1989). Aufgrund dieser niedrigen D,-
Rezeptordichte ist die Annahme gerechtfertigt, dass die im Okzipitalkortex gemessenen
Radioaktivitétskonzentrationen einen validen Schétzwert fir die freie und nicht-spezifische
Radioligandenkonzentration im Gehirngewebe liefern.

In unserer Untersuchung stimmten die Kp-Werte unabhangig davon tberein, ob einein
vivo oder eine in vitro S&ttigungsbindungsanalyse durchgefihrt wurde. Dabel bestand der
wesentliche Unterschied in der Bestimmung der spezifischen Bindung: in der
autoradiographischen Studie erfol gte diesel be durch Inkubation des D,-rezeptorrei chen Gewebes
mit [*®F]FMB und dem selektiven Liganden Racloprid in mikromolarer Konzentration. In vivo
wurde die kortikal e Radioaktivitét als Mal3 fur die freie Radioligandenkonzentration und nicht-
spezifische Bindung betrachtet, wobei die Annahme der Austauschbarkeit desfreien und nicht-
spezifischen Kompartimentes auf dem Standardmodel | der Radli otracer-Kinetik beruht (Moerlein
et a., 1997). Um die Vergleichbarkeit der in vivo und in vitro erhaltenen Resultate zu erhéhen,
wurde diese Abschézungsmethode fir die spezifische Bindung auch auf die
autoradiographischen Daten angewendet. Die Bestimmung der spezifischen Bindung durch
Subtraktion der kortikalen Bindung fuhrte jedoch in vitro zu dhnlichen Ergebnissen wie die
Bestimmung der spezifischen Bindung durch Subtraktion der [*F]FMB-Bindung in der
Anwesenheit von Racloprid von der Gesamtbindung; ebenso stimmten diein vivo und in vitro
mit dem Kortex a's freies und spezifisches Kompartiment ermittelten Kp-Werte Uberein.

In den zuvor mit [*®F]FM B und seinen Strukturanal oga durchgefiihrten Untersuchungen
(Suehiro et al., 1990, Moerlein et al., 1992a, b) wurden keine B«-Werte mitgeteilt. In unserer
Studie Ubte die Abschatzungsmethode fir die nicht-spezifische Bindung keinerlel Einfluss auf
die Ergebnisse der in vitro Séttigungshindungsanalyse aus: nach Bestimmung der spezifischen

Bindung durch Subtraktion der Radioligandenbindung in der Anwesenheit von Racloprid betrug
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Bmax 84 fmol/mg, wahrend sich nach Subtraktion der kortikalen von der striatalen Bindung ein
Bmax Von 70 fmol/mg ergab. Die in vivo Séttigungsbindungsanalyse ergab indessen ein
betrachtlich niedrigeres Biay, dasjedoch in der gleichen GroRenordnung lag. Ahnliche Resultate
wurden von Hume und Mitarbeitern berichtet, die mit dem RATPET und mit einem
Gammazahler nach post mortem Dissektion gemessene intrazerebrale
Radioaktivitétskonzentrationen verglichen (Hume et al., 1996).

In vivo und in vitro Methode zeigten mit R-Werten von 0.76 und 0.98 Unterschiede in
der Giite der Anpassung. Uberdies unterschied sich das Ausmal’ der Varianz zwischen den
Methoden: so ergaben sich fur die in vivo ermittelten Kp- und Bpa-Werte hohere (61
beziehungswei se 29%) %CVsalsfir diein vitro ermittelten (48 beziehungsweise 13%). Wurde
die kortikale Benperidol-Bindung als Mal3 fur die nicht-spezifische Bindung betrachtet, so
resultierten noch niedrigere %CV-Werte (15 beziehungsweise 5%). Eine mogliche Erklérung
hierfUrist, dassmit PET nur ein Tier pro molare Konzentration gemessen wurde, wahrend bei der
in vitro Studie vier bis sechs Tiere pro molarer Konzentration in die nicht-lineare
Regressionsanalyse eingingen. Dabel wurde die Gite der Anpassung im autoradiographischen
Experiment durch die hhere Anzahl der Tiere als solche verbessert, nicht aber durch den
Umstand, dass die Bestimmung von Kp und Bna durch Anpassung an die Mittelwerte und
Standardabweichungen statt an die individuellen striatalen Radioligandenkonzentrationen der
einzelnen Tiere erfolgte: wurden némlich die Einzelwerte einer Regressionsanalyse unterzogen,
so ergaben sich Kp- und Bma-Wertevon 5.07 nM und 87.11 fmol/mg mit Standardabweichungen
von 5.66 nM beziehungsweise 33.83 fmol/mg. Die %CV-Werte betrugen 46 beziehungsweise
16%. Mithin blieben die Ergebnisse auch dann in der gleichen Grofdenordnung, wenn diese
Auswertemethode fur die Storage-Phosphor-A utoradiographie gewéhlt wurde.

Bel einem Vergleich von in vivo mit in vitro Befunden miissen verschiedene Punkte in
Betracht gezogen werden. Hierzu gehdrt zum einen der Umstand, dassin vivo keine anatomische
Koregistrierung und infolgedessen keine exakte Bestimmung der anterioposterioren
stereotaktischen Koordinaten moglich ist. Folglich ist bei der Auswertung der PET- und
Autoradiographie-Daten keine exakte Ubereinstimmung hinsichtlich der anterioposterioren
Schnittebene gewdahrleistet; aufgrund der bestehenden regionalen Unterschiede in der Do-
Rezeptordichte bietet dieser Mangel an Ubereinstimmung eine Erkl&rung fiir den beobachteten

Unterschied zwischen denin vivo und in vitro erhaltenen B,.-Werten. Uberdies haben die zuvor
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mit dem TierPET durchgefiihrten Phantomstudien gezeigt, dass die Radioaktivitét in einer
Zielregion mit einem Durchmesser von 2.5 mm — mithin in der Gréf3enordnung der striatalen
Durchmesser auf den fur die ROI-Definition verwendeten koronaren Schnittbildern—infolge des
Partial volumeneffektes um etwa 60% unterschétzt wird. Auf der Grundlage dieser Messungen
wurden die striatalen Radioaktivitdtskonzentrationen korrigiert; dabei war der verwendete
Korrekturfaktor fur alle Messungen gleich und wurde nicht individuell fir den tatsachlichen
striatalen Durchmesser auf den fir die ROI-Definition verwendeten koronaren Schnittbildern
bestimmt. Im Falle eines Unterschreitens des striatalen Durchmessers von 2.5 mm wirde der
verwendete Korrekturfaktor mithin im Vergleich zur partialvolumeneffektunabhangigen
autoradiographischen Messung zu einer Unterschatzung der striatalen
Radioaktivitétskonzentration gefihrt haben. Esist nicht von der Hand zu weisen, dass dies bel
manchen Tieren der Fall war, dadie Schnittbilder nicht nur nach Mal3gabe der Lokalisation des
striatalen Aktivitatsmaximums fr die ROI-Definition ausgewahlt wurden, sondern dabel auch
Sorge getragen wurde, das Spill-over ausder angrenzenden Retroorbitalregion nach Méglichkeit
zu minimieren. Infolgedessen wurden die ROIs in vivo innerhalb der mittleren bis kaudalen
striatalen Anteile definiert, wahrend in vitro Radi oaktivitatskonzentrationen aus allen Teilen des
Striatums in die Byha-Bestimmung eingingen.

In der gegenwaértigen Studie stimmten die Kp-Werte Uberein, wéhrend die Bya-Werte
lediglich in der gleichen GrélRenordnung lagen. Dabei beeinflusst die Platzierung der ROIs
notwendigerweise Bma, Wahrend der Kp fir alle Rezeptoren desselben Subtyps - unabhangig
von dem fr die ROI-Definition ausgewdahlten striatalen Antelil - gleichist. Im Gegensatz hierzu
beeinflussen ungenaue Bestimmungen der freien Radioligandenkonzentration sowohl Byax as
auch Kp. Aus der Tatsache, dass die Kp-Werte in der hier darstellten Untersuchung
Ubereinstimmten, fol gt somit, dass die mangel nde Ubereinstimmung in der ROI-Platzierung den
grof¥eren Einfluss auf die Bestimmung der Rezeptorkinetik austibte.

Einweiterer Faktor von nicht zu unterschétzender Bedeutung ist die Anéasthesie, die die
in der Zielregion gemessenen Radioaktivitatskonzentrationen unabhangig von der verwendeten
Kamera beeinflussen kann. So haben Untersuchungen gezeigt, dass Ketavet und Xylazin die
spezifische Bindung des SERT-Liganden [3H] (S)-Citalopram und des DA T-Liganden [ ] PE2
reduzieren (Elfving et al., 2003), Ketamin allein aber die des D,-Rezeptorliganden [*'C]M SP-
Bindung erhoht (Onoe et ., 1994). Dafir andere Anasthetika (1sofluran, Halothan: | shiwata et
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a., 1999, Elfving et a., 2003, Ma et a., 2004; Pentobarbital: Onoe et a., 1994) &hnliche
Beeinflussungen der Bindung unterschiedlicher Liganden beschrieben wurden, fihrten wir unsere
Untersuchungen ungeachtet der beschriebenen Effekte von Ketavet und Xylazin mit diesen
Substanzen als Anésthetikadurch. Damit ist nicht von der Hand zu weisen, dass K etavet/Xylazin
auch in unserer Untersuchung in Analogie zur [**C]M SP-Bindung an den D,-Rezeptor zu einer
Erhohung der [*®F]FMB-Bindung im Striatum der Ratte filhrte. Da die Tiere, mit denen diein
vitro Autoradiographie durchgefihrt wurde, lediglich eine Kurzzeit-lsofluran-Anésthesie
erhielten, ist es denkbar, dass die Verwendung des K etavet/Xylazin-Gemisches bei den in vivo
Untersuchungen eine weitere Ursache fir die im Vergleich zur in vitro Autoradiographie
niedrigeren Bma-Werte darstellt.

Die Genauigkeit unserer Methode héngt von der Richtigkeit der Annahme ab, dassC, und
C,' zu einem Kompartiment zusammengefasst werden konnen. Wir leiten [L], dasheisst, diefreie
und ni cht-spezifisch gebundene Radioligandenkonzentration, aus der kortikalen REF ab. Mithin
ergibt sch BPaus ([LR]/[L])-1. [L] entspricht dabei C, + C,'; dadurch geht die nicht-spezifisch
gebundene Radioligandenkonzentration zusétzlich zur freien Radioligandenkonzentration in den
Nenner ein. Infolgedessen wird die Genauigkeit der Parameterschdtzung durch die Tatsache
beeintréchtigt, dassder freie Ligandenanteil in Cy, f5, nicht exakt bestimmt zu werden vermag. In
Wahrheit bestimmen wir mit unserer Methode Brax' (=2 X Bimax) Und unterschétzen dadurch Byax
konsistent.

Dabeim vereinfachten Referenzgewebemodells eine REF fir die Abschétzung von C, +
C,' verwendet wird, kann bel dieser Methode auch der Anteil des nicht-spezifisch gebundenen
Radioliganden zu einer Unterschatzung des BPs fihren: in den in vivo Kleintier-PET-
Untersuchungen zur Rezeptor- und Transporterkinetik, bei denen die Auswertung unter
Anwendung des vereinfachten Referenzgewebe-Modells erfolgte (Opacka-Juffry et al., 1995,
1996, 1998, Torres et al., 1995, Hume et al., 1996, 1998, Fricker et al., 1997, Sullivan et al.,
1998, Araujo et a., 2000, Ishiwataet al., 2002a,b, Umegaki et a., 2002, Kawamuraet al ., 2003,
Ingji et al., 2005), wurde ndmlich anstelle von Bna/Kp f2Bmax /Kp als Aquivalent des BPs
berechnet. Beim dynamischen Modell (Tsukadaet al., 1996, Unterwald et al., 1997, Maggos et

al., 1998) wird der Rezeptorparameter k, =k, (B, - CS—S(:\)) f, bestimmt, wobel SA die

spezifische Aktivitét des Radioliganden bezeichnet. Ist SA hoch, und wird der Radioligand in
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C,(t)

Tracerdosen verabreicht, dann ist 3? « Bmax, Und ein Schatzwert fir ks ergibt sich durch das

Produkt von Kon, Bmax Und der freien Fraktion des Radioliganden f, in C,. Dabel wird f;
gemeinhin entweder ausin vitro Studien abgeleitet oder an Hand der Kinetik in Geweben ohne
spezifische Bindung abgeschétzt. Ist das Letztere der Fall, liefert das Produkt von Ko, und Bmax
einen Schatzwert fir BP, dessen Glte- wieim Falle der in vivo Séttigungsbindungsanalyse und
der vereinfachten Referenzgewebemethode - von der Genauigkeit abhangt, mit der f, bestimmt zu
werden vermag. Ein dhnliches Problem besteht beim nicht-invasiven graphischen Modell (Chen
eta., 1977, 1999, Brownell et a., 1998, Nguyen et a., 2000, Suzuki et al., 2001, Bjorklund et
a., 2002, Cicchetti et al., 2002, Le Masurier et a., 2004, Schiffer et al., 2006), das den
Verteilungsvolumenquotienten (DVR) als Schétzwert fur BP liefert. Dabel ist DVR =BP + 1,
wenn die Verteilungsvoluminavon REF und C, gleich sind (Slifstein & Laruelle, 2001). Mithin
fahrt auch bel dieser Methode die nicht-spezifische Radioligandenbindung zu ungenauen
Schatzwerten fur BP. Da die Transferkonstante vom nicht-spezifischen Kompartiment zum
Plasma, k,, fir diese Art der Bindungsanalyse erforderlichist, kann die Gite der BP-Schéatzwerte
zudem davon abhéngen, wie exakt k, aus elner unabhangigen Stichprobe abgeleitet zu werden
vermag.

Bei der Diskussion mdglicher Fehler bei der Parameter-Schétzung muss jedoch ihr
Ausmal3im Verhdtnis zu anderen methodeninharenten Fehlerquellen wie Partialvolumen- und
Spill-over-Effekt betrachtet werden. Fir die nicht-spezifische Bindung gilt zudem, dasssiedurch
gleichermal3en Gewebe- wie Ligandeneigenschaften gekennzeichnet ist. Da diese weder
zwischen den Versuchstieren noch Uber die Zeit variieren, kann davon ausgangen werden, dass
f2Bmax Und Kp ebenso wie foBmax /Kp, f2konBmax UNd DV R, wie sie aus der Anwendung von in
vivo Séttigungsbindungsanalyse, vereinfachtem Referenzgewebemodel |, dynamischer Methode
und nicht-invasivem graphischem Modell resultieren, als zuverlassige Schétzwerte der in Rede
stehenden Rezeptorparameter betrachtet werden kdnnen. Dabel besteht der Vortell der invivo
Séttigungsbindungsanalyse darin, dass sie Bnax(') und Kp a's separate Werte und direkte Mal3e fir
Rezeptordichte und Affinitét liefert.

Diein vivo Séttigungshindungsanal yse stellt eine Equilibriumsmethode dar, dieerstmalig
von Phelpsund Mitarbeitern beschrieben wurde (Phelpset a., 1987). Bisang wurde sielediglich

in einer Studie mit Kleintiertomographen angewendet; dabei applizierten Tsukada und
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Mitarbeiter die Radioliganden [*'C]SCH23390 und [**F]NMSP zusammen mit jeweils drei
unterschiedlichen Mengen des nicht radioaktiv markierten Liganden und analysierten mit Hilfe
linearisierter Scatchard-Plots, ob die beobachtete Wirkung von Kokain auf die D;-
beziehungswei se D,-Rezeptorbindung auf V erdnderungen von B, 0der Kpp zurtickzufiinren wére
(Tsukadaet a., 1996). Die Differenzierung zwischen B ma- und Kp-induzierten Effektenist nur
ein Beispiel fur wissenschaftliche Fragestellungen, fur deren Beantwortung die getrennte
Bestimmung von B und Kp erforderlich ist. Ein weiteres Beispiel ist diein vivo Evaluierung
neuer Radioliganden.

Dieinvivo Séttigungsbindungsanalyse vereinigt dieVorteile zweier Konzepte: durchdie
Anwendung der in vitro Methode auf diein vivo Bildgebung kénnen Kp und B €inerseitsin
Analogie zu in vitro Experimenten bestimmt werden, wahrend andererseits alle Vortelle der in
vivo Methode erhalten bleiben; hierzu gehort insbesondere die Moglichkeit, die Rezeptorkinetik
nicht an Gefrierschnitten oder Membranhomogenaten alsblof3e Modellefir das Hirngewebe und
die Rezeptoroberflache, sondern am lebenden Organismus zu untersuchen. Uberdies wird ein
grol3er Nachteil der in vivo Methode, ndmlich der Einsatz unterschiedlicher und niedriger
spezifischer Aktivitdten, in einen Vortell verkehrt, da bel der Durchfihrung von
Satti gungsbi ndungsanal ysen anstei gende Radi oligandenkonzentration appliziert werden miissen,
um die Séttigung der Rezeptoren zu erreichen.

Es besteht jedoch en grundlegender Unterschied zwischen der in vivo
Sattigungsbindungsanalyse, die Bmax und Kp als Ergebnis liefert und den anderen in vivo
Methoden, vermittelsderer BP oder dazu in Beziehung stehende GroRRen wiedie DV R bestimmt
werden: bel Anwendung der Séttigungsbindungsmethode muissen verschiedenen Ratten
unterschiedliche Radioligandenkonzentrationen appliziert werden, wahrend BP oder DVR mit
den anderen in vivo Methoden fir jede einzelne Ratte mit einer einzigen
Radioligandenkonzentration bestimmt werden konnen. Damit wird bel der in vivo
Satti gungsbi ndungsanal yse grundsétzlich eine grofiere Anzahl von Tieren bendtigt, was einen
grolReren Einfluss der interindividuellen Varianz auf das Messergebnis mit sich bringt.
Theoretisch ist es auch moglich, demselben Tier mehr a's eine Radioligandenkonzentration zu
applizieren; in diesem Fall kénnen B und Kp fir jedes einzelne Tier gesondert bestimmt
werden. Zwischen den Untersuchungen sollten jedoch hinreichend lange Zeitraume liegen, um

einerseitsden volligen Zerfall des applizierten Radioisotops zu ermoglichen und andererseitsdie
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Erholung des Tieres von den Nachwirkungen der Anésthesie und des chirurgischen Eingriffszu

gewdhrleisten.
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2.1.3. Evauierung des TierSPECTsfur diein vivo Darstellung von Dopamintransporter-
und D,-Rezeptorbindung®

2.1.3.1. Einleitung

Das TierSPECT wurde in Zusammenarbeit zwischem dem Zentrallabor fur Elektronik
(Forschungszentrum  Jilich  GmbH) und der Nuklearmedizinischen Klinik des
Universitatsklinikums Dusseldorf entwickelt und im Jahre 2000 vorgestellt (Schramm et al.,
2000, Wirrwar et al., 2005a). Dieim Folgenden beschriebene, erste TierSPECT-Studie (Nikolaus
et a., 2004b) hatte die Evauierung der Kamera fur die Durchfiihrung von DAT- und D,-
Rezeptorbindungsstudien bei der Ratte zum Inhalt.

Bislang wurde erst eine DAT-Bindungsstudie an der Ratte mit [*?*I]FP-CIT als
Radioligand durchgefiihrt (Pinhole-SPECT der Universitédt Amsterdam; Booij et al., 2002).
Dartberhinaus wurde die DAT-Bindung mit einer weiteren aufgertisteten klinischen Kamera
(Siemens Orbiter ZL C 3700) und [**31]R-CIT a's Radioligand untersucht (Scherfler et al ., 2002);
in zwel welteren Studien mit aufgertsteten SPECT-Kameras wurde Uberdies die D,-
Rezeptorbindung bei der Ratte mit [?*1]1BZM beziehungsweise['?*I]Epideprid als Radioligand
dargestellt (Scherfler et a., 2005, Sohlberg et al., 2005). Ferner existieren drel Studien an
Mausen, die die DAT- und die D,-Rezeptorbindung mit [*"Tc] TRODAT und [*®I]FP-CIT
beziehungsweise ['?*1]IBF untersuchten (Acton et a., 2002a,b, Andringa et al., 2005). Diese
Untersuchungen wurden mit einer aufgertsteteten klinischen Prism 3000 XP (Acton et al.,
2002a,b) beziehungsweise dem Pinhole-SPECT der Universitdt Amsterdam (Andringa et al.,
2005) durchgefihrt.

Da auch das Pinhole-SPECT der Universitdt Amsterdam auf einem aufgeriisteten
klinischen Scanner (ADAC ARC3000) basiert (Habraken et al., 2000), bestand das Ziel der
ersten Studie darin, zu zeigen, dass DAT- und Do-Rezeptorbindung im Striatum der Ratte mit
der vdllig anders konfigurierten TierSPECT-Kamera (Kristaldicke: 3 mm statt 9.5 mm,
Kollimation: Parallelloch- statt Pinholekollimation, Auslesung: ein statt vieler PMTSs,

3 Durchfihrung des Experimentes. TierPET, Dezember 1999; TierSPECT: Januar 2003 — November 2003;
Erstpublikation: Oktober 2004
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Rekonstruktion: OSEM statt FBP) trotz der schlechteren Performance (Auflosung: 2.8 statt 1.34
mm, Sensitivitét: 22 statt 735 cps/MBQ) reliabel dargestellt und quantifiziert werden kénnen.

AlsRadioliganden wurden [*?1]FP-CIT und [**1]I1BZM verwendet. Wiedas[**I]3-CIT
ist auch das[*?*I]FP-CIT (Abb. 4) ein Kokain-Analogon, bei dem die Esterbindung zwischen der
Tropan- und der Phenylhdfte durch eine stabile Kohlenstoffbindung und die N-Methyl- durch
eine N-Fluoropropyl-Gruppeersetzt ist (Neumeyer et a., 1991, 1994). Insgesamt resultieren diese
Veranderungen in einer grofReren metabolischen Stabilitdt und einer htheren Affinitét fir den
DAT, wobei insbesondere die Markierung mit 2| durch die stabile Jod-K ohlenstoff-Bindung die
in vivo Dgjodinierung des Liganden unterbindet.

Aufgrund der groRRen Strukturahnlichkeit von DAT und SERT bindet [**|]FP-CIT auch
mit verhdtnismaldig hoher Affinitét an den SERT. Fir DAT und SERT werden in der Literatur
Ki-Wertevon 3.5 (Neumayer et a., 1994) beziehungsweise 9.7 nM (Abi-Dargham et al., 1996)
angegeben. Hinsichtlich der Selektivitdt konnte gezeigt werden, dass 10 umol der spezifischen
DAT-Liganden 1-2-[bis(4-Fluorophenyl)methoxy]ethyl-4-[ 3-phenyl propy!] pi perazin-dihydro-
chlorid (GBR12909) oder Mazindol 80 bis 90% der DAT-Bindung in Nuc. caudatus und
Putamen zu blockieren vermdgen (Lundkvist et al., 1997). Die Nachwei se einer hohen Affinitét
und Selektivitét wurden fir den Menschen (Booij et al., 1998) sowie fur Mause (Scheffel et al.,
1997), Ratten (Booij et a., 1997, Lavalayeet a ., 2000) und nicht-humane Primaten (Neumeyer et
a., 1994, Badwin et al., 1995, Lindkvist etal., 1995, Booij et a., 1997) erbracht.

[1]FP-CIT wird groRtenteils zu | of lupansdure hydrolysiert. Hierbei handelt essichum
eine polare Substanz, die die Blut-Hirn-Schranke nicht zu Gbertreten vermag (Baldwin et al.,
1995, Chaly et al., 1996). Ein zweiter lipophiler Metabolit wurde von Lundkvist und Mitarbeitern
beschrieben und von Baldwin und Kollegen als das Glucoronidkonjugat der |oflupansaure
identifiziert (Lundkvist et al., 1995, Baldwin et al., 1995). Baldwin und Mitarbeiter konstatierten
ebenfallsjegliches Fehlen einer Dgodinierunginvivo (Baldwin et a., 1995). Insgesamt legt der
gegenwartige Stand der Forschung nahe, dass die M etaboliten von [*2*1]FP-CIT nicht mit derin
vivo Bildgebung des DAT interferieren (Baldwin et al., 1995, Lundkvist et a., 1995, Coenen et
al., 1995).

Die Clearance von [*ZI]FP-CIT aus dem Blut erfolgt rasch; bereits fiinf Minuten nach
Applikation sind 95% der injizierten Dosis aus dem Blut entfernt; zehn Minuten nach
Applikation werden die héchsten Radioaktivitétskonzentrationen in Lunge, Leber und Gehirn
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gemessen. Die langen Verwellzeiten in der Lunge sind dabel wahrscheinlich auf effektives
Trapping in den Lungenkapillaren zurtickzufihren. Die Ausscheidung erfolgt zu 60% Uber die
Niere und zu 14% Uber das hepatobilidre System. Beim Menschen betragt die ins Gehirn
aufgenommene Menge etwa 7% der injizierten Dosis (Booij et al., 1998). Das Equilibrium der
[*?®|]FP-CIT-Bindung wird im Striatum zwei Stunden nach Applikation erreicht; dasVVerhdtnis
zwischen spezifischer und nicht-spezifischer Bindung bleibt fir die folgenden sechs Stunden
konstant (Seibyl et al., 1998, Booij et al., 1999).

[®1]I1BZM (Abb. 4) ist ein substituiertes 6-Methoxysalicylamid (de Paulis et al., 1985,
1988), das sich von dem Benzamid Sulpirid lediglich darin unterscheidet, dass in den
aromatischen Ring eine Hydroxylgruppe eingefiihrt und die Sulfonamidgruppe durch %
substituiert wurde. In vivo Verdrangungsstudien mit Spiperon, HAL und 6-Fluorodopamin
zeigten die selektive Bindung von [*31]1BZM fiir den D,-Rezeptorsubtyp (Singhaniyom et al.,
1988, Kung et al., 1988, Verhoeff et al., 1991a). [**®I]IBZM bindet mit hoher Affinitat an den
D,-Rezeptor: so wurden fir die striatalen Membranen der Ratte Kp-Wertevon 1.2 nM (de Paulis
et a., 1988) und 0.28 (Verhoeff et a., 1991) ermittelt, wéhrend sich fir striatale
M embranhomogenate sowohl des Schweinesalsauch der Mausein Kp-Wert von 0.56 nM ergab
(Bruckeet al., 1988); fur Putamen- und Caudatusmembranen des Menschen liegt der Kp bel 0.49
nM (Verhoeff et al., 1991a).

[*?*1]1BZM ist eine stark lipophile Substanz; innerhalb von dreiRig Minuten wird der
applizierte Radioligand vollstandig in zwel hydrophile Metaboliten umgesetzt (Inniset al., 1991),
diedie Blut-Hirn-Schranke nicht zu tibertreten vermogen. Die Clearancevon [*#|]IBZM ausdem
Blut erfolgt rasch; innerhalb von finf Minuten sinkt die Blutaktivitat auf weniger als 1% der
injizierten Dosis (Kung et al., 1990). Nach zwei Stunden betragt die ins Gehirn aufgenommene
Menge etwa 4% der injizierten Dosis (Verhoeff et a., 19914). Die Biodistribution bei der Ratte
wurde ebenfalls von Kung und Mitarbeitern untersucht (Kung et al., 1988). Der Initialuptakeist
in Lunge, Leber, Intestinum und Gehirn am hdchsten; die Radioaktivitét in der Lunge wird mit
einer Halbwertszeit von 1.3 Stunden verhdltnismaldig schnell ausgewaschen. Die steigenden
Radioaktivitdtszunahmen in Blase und Intestinum legen nahe, dass die Ausscheidung von
[*?*1]1BZM sowohl Uber die Niere als auch tber das hepatobilidre System erfolgt. Die
Schilddriisenaktivitat nimmt zeitabhangig zu, was eine in vivo Dejodinierung von [*#1]1BZM

nahe legt. Im Gehirn wird die hochste spezifische Aufnahme in Nuc. caudatus, Putamen, Nuc.
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accumbens und Tuberculum olfactorium gemessen (Verhoeff et al., 1991). Die spezifische
Bindung im Striatum erreicht nach etwa 40 Minuten ein Maximum, das bis zu zwei Stunden
stabil bleibt (Verhoeff et a., 1991b, Seibyl et a., 1992); danach wird ein Absinken der
Radlioaktivitatswerte beobachtet (Briicke et ., 1991). Die Reextraktion von [*?*(]IBZM ausdem
striatalen Gewebe der Ratte 30 Minuten nach Injektion und die nachfolgende Untersuchung des
Extraktes mittels HPLC ergab die némlichen Retentionszeiten, die bei der Untersuchung von
[**®1]11BZM gemessen wurden; dies legt nahe, dass der Metabolismus von [*Z1]IBZM im
striatalen Zielgewebe minimal ist.

Die vorausgegangenen Studien mit dem TierPET haben gezeigt, dass die Identifikation
des Striatums durch Radioaktivitatsakkumul ationen in anderen paarigen Regionen des K opfes,
wie etwa den Harderschen Drusen, konfundiert sein kann. Dies ist insbesondere dann der Fall,
wenn neue Radioliganden evaluiert werden, deren Vertellungsmuster unbekannt sind.
Schwierigkeiten entstehen Uberdies dann, wenn die Transporter- oder Rezeptorbindung nach
Lason oder unter pharmakologischer Blockade - mithin im Zustand beabsichtigter
Minderanreicherung - quantifiziert werden soll. AulRerdem sind Ublicherweise ads REFs
verwendete Regionen wie das Zerebellum durch eine so geringe DAT- und D,-Rezeptordichte
gekennzeichnet, dass ihre exakte Eingrenzung problematisch ist.

Dadas TierSPECT im Gegensatz zu dedizierten Kameraswie dem X-SPECT nicht tber
die Moglichkeit zur Koregistrierung von CT-Bildern verfiigt (www. gammamedica.com), wurde
eine Methode entwickelt, die die Lokalisierung der Zielregionen mittels quasi-anatomischer
Landmarken erlaubt. Dabei erfolgt deren Darstellung durch die Untersuchung des Rattenkopfes
mit den ®"Tc-markierten Tracern  [*™Tc]3,3-Diphospono-1,2-propandicarbonsaure
((*™Tc]DPD), [%™T ¢]Hexamethy! propylenaminoxim ([®*™Tc]JHMPAO) oder
[%™Tc] Tetrofosmin, die die Bildgebung des K nochenstoffwechsels, der Gehirnperfusion und der
Weichtellgewebeperfusion ermdglichen. Im Allgemeinen kdnnen mit dedizierten Kleintier-
Scannern keine Simultanmessungen mit Radiotracern durchgefihrt werden, die mit
verschiedenen Radioisotopen markiert sind, da die Energiefenster fir jedes Radioisotop
gesondert adjustiert werden missen. Dies hat seinen Grund darin, dass die einzelnen |sotope
Gammastrahlen unterschiedlicher Energien emittieren; soliegen etwadie Photopeaksvon *™Tc
und 2| bei 140 beziehungsweise 159 keV . Durch retrospektive 3D Uberlagerung der [*21]FP-

CIT- und [*?*1]1BZM-mit den K nochenstoffwechsel - und Perfusionsscans kdnnen im Anschluss
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Striatum, Kortex und Zerebellum relativ zur Lage der Orbitae mit den Harderschen Drisen und
der Ausdehnung der Schadelhohle identifiziert werden.

Diese Methode der landmarkenbasi erten ROI- und REF-Definition wurdein einer ersten
Machbarkeitsstudie fir TierSPECT und TierPET evaluiert, wobel die quasi-anatomische
Information fr die Identifikation von Striatum und Neokortex im letzteren Falle aus Tier-
SPECT-Bildern des Knochenstoffwechsels abgeleitet wurde. Dabel wurden fir die DAT-
Bindung von [**I]JFP-CIT und die D,-Rezeptorbindung von [*?*I]IBZM beziehungsweise
[®F]FMB nach der vereinfachten Referenzgewebe-Methode (Lammertsma & Hume, 1996) die
striato- und kortikozerebell&ren Quotienten als Schatzwerte der BPs bestimmt.

2.1.3.2. Methode

21321 Versuchstiere

AlsVersuchstiere dienten 17 mannliche Ratten (Tierversuchsanlageder Heinrich-Heine-
Universitdt Dusseldorf; Charles River, St. Aubin-les-Elbeuf, Frankreich). Die Experimente
wurden von den Bezirksregierungen in Diissel dorf und K 6ln genehmigt und in Ubereinstimmung
mit den ,,Prinzipien der Labortierpflege” (NIH Publikation No. 68-23, revidierte Fassung von
1985) und dem Deutschen Tierschutzgesetz in der Nuklearmedizinischen Klinik
(Universitatsklinikum Dusseldorf) und im Institut fir Medizin (Forschungszentrum Julich
GmbH) durchgefihrt.

21322 TierSPECT und TierPET

DasTierSPECT (Abb. 13) wurdein Zusammenarbeit zwischen dem Zentrallabor fir Elektronik
(Forschungszentrum Julich GmbH) und der Nuklearmedizinischen Klinik (Universitatsklinikum
Dusseldorf) entwickelt. Die technischen Charakteristika des Scanners wurden in mehreren
Arbeiten beschrieben (Schramm et a., 2000, Wirrwar et a., 2005a). Der Detektor besteht er aus
einer 3mm dicken Nal(Tl)-Scheibe, diean einen PS-PM T (Hamamatsu R3292) gekoppelt ist und
um das horizontal positionierte Versuchstier zu rotieren vermag. Das FOV hat einen
Durchmesser von 82 mm. Ein niedrig-energetischer LEUHR-Parallellochkollimator
(Septumlange: 37 mm, Lochdurchmesser: 1 mm, Septumdicke: 0.2 mm) ist dem Detektor
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aufgesetzt. Bei einem Rotationsradius von 30 mm betragen die tomographischen Aufldsungen
(FWHM) fir ®™Tc und 21 2.8 beziehungsweise 3.4 mm; die Sensitivitéten liegen bei 22
beziehungsweise 16 cps/MBq. Die Daten werden in einer 128 x 128 Matrix akquiriert, wobei
sowohl Pixelbreite as auch Schichtdicke 0.664 mm betragen. Die Rekonstruktion erfolgt mit
einem iterativen OSEM-Algorithmus (Scivis GmbH, Géttingen, BRD) in drei Iterationsreihen
und vier Iterationsschritten pro Reihe; dabel wird keinerlei Filterung vorgenommen. Eine
Schwéchungskorrektur erfol gt unter Annahme eines homogenen Schwachungsmediums mit den

linearen Schwéchungskoeffizienten 0.11 cm™ und 0.10 cm™ fiir ™ Tc beziehungsweise *#.

Abb. 13. TierSPECT. Die Kamerahat eine réumliche Aufldsung von 2.8 mm und eine Sensitivitét von 22 cpsMBq
(fur ®™Tc bei einem Rotationsradius von 30 mm).

Das TierPET (Abb. 5) besteht aus zwei orthogona angeordneten Detektorpaaren aus
YAP(Ce)-Kristallen (20 x 20 Kristalle/Detektor), die um das horizontal positionierte Tier
rotieren. Das FOV hat einen Durchmesser von 40 mm. Die Signalauslesung erfolgt mit einem
PS-PMT (Hamamatsu R2487) pro Detektor. Die Kamerahat eine réumliche Auflésung von 2.1
mm und eine Sensitivitéat von 3240 cps/MBq bei einem Zentrum-Detektor-Abstand von 80 mm.
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Die Rekonstruktion der Daten erfolgt unter Verwendung einesiterativen MLEM-Algorithmus’
(Lipinski et al., 1997; Alpha Station 200, Digita Equipment Corp., Maynard, USA) in
aufeinanderfolgenden Schichten von jeweils 2 mm Dicke. Pro Schicht werden 25 Iterationen
durchlaufen. Der Faktor fr die Schwéachungskorrektur wurde unter Annahme eines homogenen,

wassergefiillten Zylinders mit p = 0.095 cm™ geschétzt.

2.1.3.2.3. Messungen

Den anésthesierten Tieren (Kurzzeitandsthesie mit | sofluran, Forene®, Abbott GmbH &
Co.KG, Wieshaden, BRD; Ketaminhydrochlorid, Ketavet®, PharmaciaGmbH, Erlangen, BRD;
Konzentration: 100 mg/ml, Dosis. 0.9 ml/kg; Xylazinhydrochlorid, Rompun®, Bayer,
Leverkusen, BRD; Konzentration: 0.02 mg/ml, Dosis: 0.4 ml/kg) wurde[**|]FP-CIT (Amersham
Buchler, Braunschweig; 20 MBq, n=6), [***1]IBZM (Amersham Buchler, Braunschweig, BRD;
24 MBq, n = 5) oder [*®F]FMB (Institut fiir Nuklearchemie, Forschungszentrum Jilich GmbH;
70 MBaq, n = 3) injiziert. Fir die Untersuchungen mit [*3]FP-CIT und [*®1]IBZM wurde eine
DAT- beziehungswei se D,-Rezeptorblockade mittels MP (zur Verfligung gestellt von Medice
GmbH, Iserlohn, BRD; 10 mg/kg i.p., n = 3) oder HAL (Sigma Aldrich, Taufkirchen, BRD; 1
mg/kg i.p.,, n = 2) durchgefuhrt. Fur die Darstellung des Knochenstoffwechsels, der
Gehirnperfusion und der Weichteilgewebeperfusion wurde drei weiteren Ratten 60 MBq
[*¥™Tc]DPD (CIS Diagnostik, Berlin, BRD), 240 MBq [*™Tc]HMPAO (Amersham Buchler,
Braunschweig; BRD) oder 20 MBq [*™Tc] Tetrofosmin (Amersham Buchler, Braunschweig,
BRD) injiziert.

Um die reproduzierbare Positionierung des Versuchstieres innerhalb des FOVs zu
gewdhrleisten, wurden alle Ratten in der némlichen Kopfhaterung (Institut fir Medizin,
Forschungszentrum Jiilich GmbH) gemessen. Die Akkumulation der *3- und ®™Tc-markierten
Tracer wurde mit dem TierSPECT 10 ([*™Tc]Tetrofosmin), 20 ([*"Tc]JHMPAO), 45
([***111BZM), 90 ([*™Tc]DPD) oder 120 Minuten ([**I]FP-CIT) nach Tracer-Applikation
gemessen. Die Datenakquisition erfolgte in Winkelschritten von 6° (60 Projektionen, 45 - 90
s/Projektion). Die Akkumulation des '®F-markierten D,-Rezeptorliganden wurde mit dem
TierPET gemessen. Die Messungen begannen unmittelbar nach Tracer-Applikation, wobei die
Daten in sechs Zeitfenstern von jeweils sechsminttiger Dauer in Winkelschritten von 7.5° (30

s/Projektion) akquiriert wurden.
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2.1.3.24. Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem MPI-Tool (Advanced Tomo Vision,
Erftstadt, BRD). Dabei wurden [*™Tc]DPD- mit [*"Tc]Tetrosfosmin-, [*™Tc]HMPAO-,
["ZI]FP-CIT-, [**1]IBZM- und [**F]FMB-Scans fusioniert. Mit Hilfe der [*™Tc]DPD-,
[*™Tc] Tetrosfosmin- und [*™Tc]HMPAO-Scans erfolgte die Bildgebung der extrazerebralen
Landmarken, vermittelsderer die striatalen, kortikalen und zerebell&ren Zielregionen identifiziert
werden konnten (Abb. 14). Esfolgte die Definition eines Templ ates, das striatale, kortikale und
zerebellare ROIs umfasste; diese umschrieben kreisférmige (Striatum) oder ellipsoide
(Neokortex, Zerebellum) Flachen mit einer Grof3e von 1.5, 1.8 beziehungsweise 7 mm? und
wurden Uber den Aktivitdtsmaxima der jewelligen Strukturen definiert. Da in
autoradiographischen Studien nicht nur fir das Striatum sondern auch fr kortikale Regionen
eine Bindung von [*ZI]FP-CIT (Giinther et al., 1997) und [*Z1]IBZM (Verhoeff et al., 1991a)
nachgewiesen wurde, wurden fir blockierte und nicht-blockierte DAT- beziehungsweise D,-
Rezeptorbindung neben striato- auch frontokortikozerebell&re Quotienten berechnet.

Dafir dieValiditat desvereinfachten Referenzgewebe-Modells (Lammertsma& Hume,
1996) das Bindungsequilibrium unabdingbar ist, beschrankte sich die Auswertung der PET-Daten
auf den Zeitraum zwischen der 24. und 36. Minute nach [**F]FMB-Applikation, fir den in
Untersuchungen an Mausen und Affen das Bindungsequilibrium nachgewiesen wurde (Suehiro et
a., 1990, Moerleinet a., 1997b). Bei den TierSPECT-Untersuchungen wurde das Einhalten der
Equilibriumsbedingung dadurch gewzhrleistet, dassdie['*|]FP-CIT- und [*%1]1BZM-Messungen
zwischen der 120. und 180. (Seibyl et al., 2000) beziehungsweise 45. und 105. Minute (V erhoeff
et a., 1991b, Seibyl et al., 10992) nach Radioligandenapplikation durchgefiihrt wurden.

2.1.3.3. Ergebnisse

Abb. 14 zeigt die Identifikation quasi-anatomischer Landmarken mit der Methode der
retrospektiven Bildfusion. Da weder [*™Tc]DPD noch [*™Tc]Tetrosfosmin die Blut-Hirn-
Schranke  durchdringen  und den  Knochenstoffwechsel — beziehungsweise  die
Weichteilgewebeperfusion darstellen, erlaubt ihre Verteilung die Lokalisierung von
Schadel hdhle, Augenhdhlen und Harderschen Driisen (Abb. 14, erste Spalte). Folglich kann das
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Striatum auf den [*Z1]FP-CIT-, [*?®1]1BZM- und [**F]FMB-Bildern relativ zu Kranium, Orbitae
und den extrazerebralen Anreicherungen von [*?*1]FP-CIT, [*®1]IBZM und [**F]FMB in den
Harderschen Drisen lokalisiert werden (Abb. 14, dritte, vierte und finfte Spalte). Die
Uberlagerung von [*™Tc]DPD und [*™Tc]HMPAO-Scan erlaubt die | dentifizierung des fron-
talen Kortex' und des Zerebellumsrelativ zum Kranium (Abb. 14, zweite Spalte) und ermdglicht
so die L okalisierung dieser Regionen auf den [*?I]FP-CIT-, [*31]1BZM- und [*®F]FMB-Bildern
anhand der rostralen und kaudalen [*™Tc]HMPAO-Akkumulation (Abb. 14,

dritte, vierte und finfte Spalte).
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Abb. 14. Identifikation quasi-anatomischer Landmarken mittels retrospektiver Bildfusion. Knochenstoffwechsal,
Weichteilgewebeperfusion und Gehirnperfusion der Ratte wurden mittels [*™Tc]DPD, [*™Tc] Tetrofosmin und
[®¥™c]HMPAO visualisiert. Weiteren Tieren wurden DAT- ([*2]FP-CIT) oder D,-Rezeptorliganden ([**1]I1BZM,
["®*F]FMB) appliziert. Die Messungen erfolgten mit TierSPECT ([**I]FP-CIT, [**1]IBZM) oder TierPET
([*®*F)FMB). Striatum, K ortex und Zerebel lum wurden mit Hilfe einer Reihe von Fusionsbildern identifiziert, diedie
Lokalisierung der Zielregionen relativ zu den Regionen spezifischer Anreicherung der Stoffwechsel- und
Perfusionsmarker erlauben. 1, Orbita, 2, Kranium, 3, Hardersche Driisen, 4, Zerebrum, 5, frontaler Kortex, 6,
Zerebellum, 7, Riechschleimhaut, 8, Bulbus olfactorius, 9, Striatum. Nikolaus et al., 2004b.

Abb. 15 zeigt charakteristische koronale [*?*I]FP-CIT- und [*?*1]IBZM-Bilder nach
Vorbehandlung mit MP beziehungsweise HAL sowie die Uberlagerung der [**|]FP-CIT- und

[*#1]I1BZM- mit [®"Tc]DPD-Scans. Die Reduktion der strriatdlen DAT- und Do
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Rezeptorbindung im Vergleich zu den unbehandelten Tieren (Abb. 14, dritte und vierte Spalte)
ist deutlich sichtbar. Da das Striatum nicht mehr as solches erkennbar ist, erleichtert das
Einbetten der [**|]FP-CIT- und [**®I]IBZM-Bilder in den quasi-anatomischen Zusammenhang
die Identifikation der Zielregionen.

Die Auswertung der [**F]FMP-PET-Daten ergab striato- und frontokortikozerebellre
Quotienten von 2.8 + 1.1 (MW = SD) beziehungsweise 2.1 = 0.7. Die striatozerebell&ren
Quotienten von [*?*|]FP-CIT betrugen 2.2 + 0.6 in der nicht-blockierten und 1.3 + 0.2 in der
blockierten Bedingung. Die frontokortikozerebelldren Quotienten lagen bei 1.5 £ 0.6
beziehungsweise 0.9 + 0.3. Firr [***|]1BZM ergaben sich striatozerebell&re Quotienten von 2 + 0.2
in der nicht-blockierten und 15 £ 0.1 in der blockierten Bedingung. Die

frontokortikozerebellaren Quotienten lagen bel 1.6 + 0.3 beziehungsweise 1.2 = 0.2.

L,

DPD - FP-CIT DPD - IBZM
(MR (HALY

Abb. 15. Charakteristische koronale [*3|]FP-CI T- und [*?*1]I1BZM-Bilder nach DAT- und D,-Rezeptorbl ockade mit
MP beziehungsweise HAL (obere Reihe). Die untere Reihe zeigt die Uberlagerung der [***I]FP-CIT- und
[*#1]1BZM-Bilder nach DAT- und D,-Rezeptorbl ockade mit [*™Tc] DPD-Scans. 3, Hardersche Driisen, 5, frontaler
Kortex, 6, Zerebellum, 9, Striatum. Nikolaus et al., 2004b.
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2.1.3.4. Diskussion

Der TierSPECT-Detektor besteht aus einer 3 mm dicken Nal(Tl)-Scheibe, die an einen
PS-PMT gekoppelt ist. Wahlweise kann dem Detektor ein LEHR- oder ein LEUHR-
Parallellochkollimator aufgesetzt werden. 3D-Bildgebung erfolgt durch Rotation des Detektors
um das Objekt. Die Auflésung liegt mit 2.8 mm fir *™Tc und 3.4 mm fir ** im Bereich des
YAP-(S)PETs (Del Guerraet a., 2000) und der SPECT-Kamerader Universitét Athen (Loudos
et a., 2003, s. Tab. Il im Anhang), die ebenfalls auf auf Szintillationskristallen und
Parallellochkollimation basieren. Die Sensitivitat ist mit 22 cps/M B furr ™Tc und 16 cpsMBq
fur ' aufgrund der einarmigen Konfiguration gegeniiber dem YAP-(S)PET um eine
Grofenordnung erniedrigt (Del Guerra et al., 2000); fur die SPECT-Kamera der Universitéat
Athen wurde die Sensitivitét nicht mitgeteilt (Loudos et a., 2003). Verglichen mit den
dedizierten (s. Tab. Il im Anhang) wie aufgeristeten (s. Tab. IIl im Anhang) Pinhole-
Tomographen, ist die Ortsaufl6sung auch bei Verwendung eines LEUHR-Kollimators deutlich
reduziert. Auch die Sengtivitdt ist aufgrund des verwendeten dinnen Kristals, der
Parallellochkollimation und der einarmigen Konfiguration um eine Grof3enordnung niedriger.

Die hier dargestellte Machbarkeitsstudie zeigt, dass SPECT- und PET-Bilder der
Transporter- oder Rezeptorbindung mit Knochenstoffwechsel- und Perfusionsscans tiberlagert
werden kénnen. [*"Tc]DPD, [*™Tc]Tetrofosmin und [*™"Tc]JHMPAO liefern dabei quasi-
anatomische Informationen, diedie | dentikation von Striatum, Kortex und Zerebel lum rel ativ zur
Schéadelhdhle und zur Lage der Orbitae mit den Harderschen Driisen erleichtern. Das Einordnen
der [*®1]FP-CIT- und [*®1]IBZM-Bilder in einen quasi-anatomischen Zusammenhang ist
insbesondere dann von Beutung, wenn die intrakraniellen Radioaktivitatskonzentrationen durch
pharmakol ogische Blockade der DAT- und D,-Rezeptorbindungsstellen mit M P beziehungsweise
HAL reduziert werden. So konnte gezeigt werden, dassdie DAT- und D,-Rezeptorbindung auch
nach Vorbehandlung mit MP beziehungsweiss HAL mit dem TierSPECT quantifiziert zu werden
vermag.

Eine Limitierung der retrospektiven Fusionsmethode besteht darin, dass die 3D
Uberlagerung in erster Naherung mit der in das MPI-Tool implementierten Fusionsfunktion
erfolgte, worauf die Bilder unter manueller V erschiebung in x-, y- und z-Achse bestméglich zur

Deckung gebracht wurden. Beides stellt eine potentielle Fehlerquelle dar, zumal keine
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zusitzlichen radioaktiven Markierungen auf die Rattenkdpfe aufgebracht wurden. Uberdies
stammten die[*™Tc]DPD-, [*™Tc] Tetrofosmin- und [*™Tc]HMPAO-Scansvon anderen Tieren
dsdie[*®]FP-CIT-, [*¥1]IBZM- und [**F]FMB-Scans. | deal erweise sollte die Bildgebung des
Knochenstoffwechsels, der Perfusion und der Transporter- beziehungsweise Rezeptorbindung an
denselben Tieren erfolgen. Da hierfir zum Zeitpunkt dieser ersten Machbarkeitsstudie keine
Tierversuchsgenehmigung vorlag, wurden Ratten des gleichen Altersund Gewichtes verwendet,
um die Varianz zwischen den V ersuchstieren so gering wie moglich zu halten. Uberdieswurden
ale Ratten in der namlichen Kopfhalterung (Institut fir Medizin, Forschungszentrum Jilich
GmbH) gemessen, um die reproduzierbare Positionierung desVersuchstieresinnerhalb desFOV's
zu gewdhrleisten.

Ungeachtet der durchschnittlichen Performance der TierSPECT-Kamera liegt der in
unserer Studie fiir [**1]FP-CIT ermittelte striatozerebellare Quotient von 2.2 in der gleichen
GrofRenordnung wie der zuvor von Booij und Mitarbeitern mit dem Pinhole-SPECT der
Universitédt Amsterdam fir nicht-ladierte Ratten bestimmte Wert von 3.1 (Booij et a., 2002).
Eine noch bessere Ubereinstimmung wurde fir [®®FJFMB erreicht: wir erhielten einen
striatozerebellaren Quotienten von 2.8, wahrend unsere in Kapitel 2.2.2. dargestellte
Untersuchung mit der Methode der in vivo Séttigungsbindungsanayse ein B von 16 fmol/mg
und einen Kp von 6.2 nmol/l ergab; dies entspricht einem BP (= Bmax/Kp) von 2.6.

In ihrer Untersuchung zur striatalen [**1]IBZM-Bindung bestimmten Scherfler und
Mitarbeiter V3 as Aquivalent des BPs (Scherfler et al., 2005). V3’ ist der Quotient der
Verteilungsvolumina des spezifischen und nicht-spezifischen Kompartimentes (V3/V,) im
Zustand des Equilibriums wund ergibt sich aus (V1/Vy)-1, wobe Vi das
Gesamtgewebevertei lungsvolumen bezei chnet und gleich der SummeausV,undVsist. Sind die
Gleichgewichtskonzentrationen desfreien und des nicht-spezifisch gebundenen Ligandenin alen
Gehirnregionen gleich, kann V, aus einer REF abgeleitet werden, und V3"’
V1(ROIN/NV1(REF)-1 (Laruelleet al., 1994). Damit entspricht der von Scherfler und Mitarbeitern

ergibt sich aus

fur nicht-1&dierte Ratten angegebene durchschnittliche V3''-Wert von 12.2 einem
striatozerebelléren Quotienten von 11.2 (Scherfler et al., 2005). Diese BP-Abschétzung ist um
eine Grofsenordnung hoher als der von uns ermittelte striatozerebellére Quotient von 2., der
hinwiederum in der gleichen GrofRenordnung wie der von Verhoeff und Mitarbeitern ex vivo

bestimmte striatozerebell &re Quotient von » 5 (Verhoeff et d., 19914) liegt und Gberdiesmit dem
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von Sgji und Mitarbeitern in vivo an nicht-humanen Primaten bestimmten V3"’ -Wert von 1.1
identisch ist, der einem striatozerebel|&ren Quotienten von » 2 entspricht (Saji et al., 2003).

Eine Ursache fiir die Unterschiede in den fiir [*31]IBZM berichteten striatozerebell&ren
Quotienten sind moglicherwei se die verschiedenen M esszeitpunkte: so wurden unsere SPECT-
Daten zwischen der 45. und 105. Minute und die Daten von Sgji und Mitarbeitern zwischen der
60. und 81. Minute nach [**I]IBZM-Applikation akquiriert, wahrend die Messungen von
Scherfler und Mitarbeitern erst zwischen der 81. und 145. Minute stattfanden. Auch der Quotient
von » 5 war das Ergebnis zweier ex vivo Messungen, die 60 beziehungsweise 90 Minuten nach
[*?®1]1BZM-Applikation durchgefilhrt wurden; eine weitere Messung 120 Minuten nach
[*®1]1BZM-Applikation ergab einen striatozerebelléren Quotienten von 6.9 (Verhoeff et al.,
19914), der jedoch immer noch um einen Faktor 1.4 unter dem von Scherfler und Mitarbeitern
zwischen der 81. und 145. Minute ermittelten BP liegt (Scherfler et al., 2005).

Weitere Unterschiede zwischen unserer Studie und der von Scherfler und Mitarbeitern
durchgefuhrten Untersuchung bestehen in der Methode der ROI-Definition; wahrend wir quasi-
anatomische Landmarken verwendeten und kreisformige ROIs um die dtriatalen
Aktivitdtsmaximalegten, flihrten Scherfler und Mitarbeiter SPECT-MRT-Koregistrierungen mit
einem klinischen MR-Tomographen durch und definierten den gesamten striatalen Umriss as
ROI. Dabei nutzten allerdings auch sie die Position von Speichel- und Harderschen Driisen auf
den koregistrierten Bildern als MaR furr die Ubereinstimmung zwischen der striatalen Zielregion
und den auf den MRT-Bildern definierten ROIs (Scherfler et a., 2002). Da sie jedoch den
gesamten striatalen Umriss als ROI definierten, ist im Vergleich zu unserer Methode eher eine
Uberschitzung der mittleren striatalen Radi oaktivitatskonzentrationen pro Voxel und damit auch
der striatozerebell&ren Quotienten beziehungsweise V3 -Werte zu erwarten. Dieswird dadurch
bestétigt, dass auch der von Scherfler und Mitarbeitern mit dem Tropananalogon [*2I]R-CIT
bestimmte V3''-Wert von 4 - entsprechend einem striatozerebell&ren Quotienten von 5- unser
mit [*?*1]FP-CIT ermitteltes BP von 2.2 um einen Faktor 2 iberstieg (Scherfler et a., 2002).

Insgesamt zeigt diese Studie, dass die Transporter- und Rezeptorbindung wie auch -
blockade mit dem TierSPECT quantifiziert zu werden vermag. Dabel kann die ROI-Definition
durch die Verwendung quasi-anatomischer Landmarken erleichert werden, diedieldentifikation
intrazerebraler Zielregionen relativ zu extrazerebralen ossdreren oder glanduléren Strukturen

erlauben. Sowohl mit Kleintier-SPECT as auch -PET kdnnen quasi-anatomische Bilddaten
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durch Untersuchungen mit Knochenstoffwechsel - oder Perfusionsmarkern akquiriert werden, die
mit % ™Tc beziehungsweise positronenemittierenden Radionukliden wie ®F, 'C oder N
markiert sind. Dabei zeigte unsere Untersuchung, dass eine grobe anatomische Ubersicht sogar
durch Kombination unterschiedlicher bildgebender Modalitdten wie PET und SPECT erreicht zu
werden vermag.

Ein Vortell unserer retrospektiven Fusionsmethode ist dabei, dass sie eine
nuklearmedizinische Alternative zur morphologischen Koregistrierung mit dedizierten MRT-
oder CT-Systemen darstellt. Dies ist umso wichtiger, als mit dem X-SPECT bislang erst ein
speziell fur Kleintiere entwickeltes System kommerziell erhdtlich ist, das die unmittelbare
Koregistrierung von SPECT- und CT-Bildern erlaubt (www.gammamedica.com). Eine
Weiterentwicklung unserer retrospektiven Fusionsmethodeist die Zwei -1 sotopen-M ethode, bel
der die Datenakquisition simultan in verschiedenen Energiefenstern erfolgt, sodassdem Tier die
mit zwei unterschiedlichen Isotopen - etwa'?®| und ®™Tc - markierten Radiotracer unmittelbar
nacheinander injiziert werden konnen. Inhaltliche Zwei-lsotopen-Studien wurden bislang
lediglich mit dem A-SPECT durchgefiihrt: Gegenstand der ersten Untersuchung war dabei die
Bil dgebung Natriumjodidsymporter(NI S)-exprimierender muriner Lungentumore mittelsNa[**1]
und *™Tc-markierten Makroalbuminen, die die Darstellung der Lungenperfusion erlauben
(Marseeet al., 2004). Uberdieswurde der *I-markierte vaskul &re endotheliale Wachstumsfaktor
[**°I]VEGF gemeinsam mit dem Knochenstoffwechseltracer [*™Tc]M ethylendiphosphonat
([*®*™Tc]MDP) zur Darstellung ossirer Regenerationsprozesse bei der Maus eingesetzt (Mandl et
a., 2004). Des weiteren wurde eine Machbarkeitsstudie mit einer aufgertsteten klinischen
SPECT-Kamera (Prism 2000XP-HIiSPECT) durchgefuhrt, die die Darstellung der Do-
Rezeptorbindung und des Knochenstoffwechsels mittels [2*1]IBZM  beziehungsweise
[®"Tc]MDP bei der Ratte zum Inhalt hatte (Wirrwar et al., 2005b). Es versteht sich, dass die
Zwel-| sotopen-Methode der retrospektiven Fusionsmethode Uberlegenist, dasiediegleichzeitige
Akquisition von Bilddaten unterschiedlicher funktioneller Modalitéten erlaubt. Da mit dem
TierSPECT jedoch keine gleichzeitigen Messungen in verschiedenen Energiefenstern
duchgefuhrt werden kénnen, stellt die retrospektive Fusionsmethode eine wertvolle Alternative
dar, dieinsbesonderefir die Lokalisation der Zielregionen nach L&sion oder pharmakol ogischer

Blockade von Bedeutung ist.
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2.2. Untersuchungen zu den Regul ationsmechanismen der dopaminergen Synapse

2.2.1. Longitudinaluntersuchung der striatalen  D,-Rezeptordichte im  6-
Hydroxydopaminmodell der Ratte®

2.2.1.1. Einleitung

Das 6-OHDA-Modell der Ratte. Im Jahre 1959 beschrieben Senoh und Mitarbeiter den
Katecholaminmetaboliten 2,4,5-Trihydroxyphenylamin  (6-OHDA) im Rahmen ihrer
Untersuchungen zur enzymatischen Umsetzung von DA im homogenisierten Rattengewebe
(Senoh et al., 1959). Zehn Jahre spéter zeigte Ungerstedt, dass die zentrale 6-OHDA-Applikation
eine Degeneration katecholaminerger Neurone herbeifihrt: so resultiert die Injektion des
Neurotoxinsin den Bereich desNuc. interpeduncularisin einer Zerstorung der NAergen Neurone
dieser Region sowieder DAergen Zellkorper in der Substantianigra. Auch direkte Applikationin
die Zonacompactader |etzteren verursacht eine chemische L&sion, diesich durch die anterograde
Degeneration des nigrostriatalen Traktes ausweist (Ungerstedt, 1968).

6-OHDA gewinnt Uber einen aktiven Aufnahmemechanismus Eingang in die Zelle und
sammelt sich insbesondere im hochaffinen Transportsystem und in den Terminaen
katecholaminerger Neurone an (Thoenen & Tranzer, 1968). Hier wird esinnerhalb kurzer Zeit
unter Sauerstoffaufnahme zu Wasserstoffperoxid und einem Quinon oxidiert, wobei die
Entstehung des ersteren eine I nhibierung des Wiederaufnahmemechanismus' biogener Amine
zur Folge hat (Helkkila & Cohen, 1971). Die 6-OHDA-Quinone werden durch Ascorbat, das
seinerseitsdie Rate der Sauerstoffaufnahme und damit der Wasserstoffperoxidproduktion erhoht
(Helkkila& Cohen, 1972), in einem Elektronentransferprozess zu 6-Hydroxyindol -p-Quinonen
reduziert und gehen kovalente Bindungen mit den nukleophilen Gruppen von Makromol ekilen,
so etwa mit der OH-, der SH- oder der NH, - Gruppe ein (Senoh & Witkop, 1959, Saner &
Thoenen, 1971). Diese Bindungen verursachen die Denaturierung der fur die Integritét des
Neurons wichtigen Moleklle und flgen den Nervenfasern hiermit irreversiblen Schaden zu
(Thoenen et a., 1970, Saner & Thoenen, 1971). Die Zerstérung der Nervenzelle setzt ein, sobald

4 Durchfuhrung des Experimentes: Dezember 1999 — Mé&rz 2000; Erstpublikation: Dezember 2002 (online)
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ein bestimmter Gehalt an 6-OHDA und seinen Metaboliten erreicht ist (Thoenen & Tranzer,
1968). Der exakte Ansatzpunkt der Primérlasion ist unbekannt; Tranzer wiesauf die Moglichkeit
hin, dal} die Zellmembran den Ort der initidlen Schadigung darstellen konnte, da
Aufnahmekapazitét, L eitungseigenschaften und die Neurotransmission bereits frihzeitig nach
Neurotoxinapplikation beeintréchtigt seilen (Tranzer, 1971). Auch das endoplasmatische
Reticulum und die Mitochondrien kommen as Ort der Primarlasion in Betracht; so konnte
gezeigt werden, dass das endoplasmatische Reticulum 5-Hydroxydopamin (2,4,5-
Trihydroxyphenylethylamin, 5-OHDA), einen weiteren, den Katecholaminen strukturanal ogen,
falschen Neurotransmitter zu akkumulieren vermag (Tranzer & Thoenen, 1967), wahrend fur die
Mitochondrien die Tatsache spricht, dass sie die Redoxenzyme der Atmungskette enthalten und
6-OHDA seinerseits ein stark reduzierendes Agens darstellt (Wagner, 1971, Wagner &
Trendelenburg, 1971).

Betroffen von der durch 6-OHDA induzierten progressiven Degeneration der Neurone
sind aserstes die zelluldren Enzyme und energieproduzierenden Zytochrome sowie verwandte
Elemente der Atmungskette (Thoenen & Tranzer, 1968, Bloom et al., 1969, Bartholini et al.,
1970, Wagner, 1971, Wagner & Trendelenburg, 1971). Einen Tag nach 6-OHDA-Behandlungist
die Nissl-Substanz tber das gesamte Zytoplasmaverteilt und der Zellkern zu einer Seiteder Zelle
hin verschoben. Die Neurotubuli sind angeschwollen und zerrissen, der axoplasmatische Flussist
unterbrochen und zelluldre Granula haben sich in grofer Anzahl in den Perikarya der
Nervenzellen angesammelt (Cheah et al., 1971). Zu diesem Zeitpunkt verlieren die Terminale
ihre Fahigkeit, Aktionspotentiale zu erzeugen und weiterzuleiten, weisen jedoch noch einen
intakten Monoaminwiederaufnahmemechanismus auf (Hausler, 1971). Diedysfunktionalen DA-
Neurone sind zwar imstande, DA zu synthetisieren, doch wird dieses nicht mehr in ausreichenden
Mengen freigesetzt. Vierundzwanzig Stunden nach der Verabreichung von 6-OHDA ist der
intrazellulédre DA-Gehalt dramatisch verringert; die katecholaminergen Neurone beginnen zu
verschwinden. Infolge der internen Zerstbrungsprozesse werden Katecholamine in den
synaptischen Spalt abgegeben und rufen am postsynaptischen Rezeptor sympathomimetische
Effekte wie Bluthochdruck und Tachykardie hervor (Stoneet a., 1964, Varagicet a., 1970, De
Champlain & Nadeau, 1971). Sind die Nervenendigungen vollstéandig zerstért, kommt es zu
einer ausgepragten Reduktion von Katecholaminkonzentration, M onoaminwiederaufnahme und
TH-AKktivitét (Iversen & Uretsky, 1970). Diese Verdnderungen erreichenihren hochsten Grad am
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dritten Tag nach Neurotoxinapplikation.

Die 6-OHDA-L &sion zerstort selten die gesamte DAerge Innervation des nigrostriatalen
Systems. Je nach Ort der V erabreichung und Dosi s des Neurotoxins bl el bt eine unterschiedliche
Anzahl DAerger Neurone von den negativen Auswirkungen der 6-OHDA -1 njektionen unberdhrt.
In diesen Neuronen setzen kompensatorische M echanismen eln, die eine Steigerung der DAergen
Aktivitét, mithin der DA-Synthese und der DA-Freisetzung, umfassen; gleicherweise wird die
DA-Wiederaufnahme vermindert, so dald der extrazellulare DA-Gehalt unerachtet des
betrachtlichen Verlustes mesostriataler DAerger Neurone weitgehend unverandert bleibt (Agid
et al., 1990). Diese kompensatorischen M echani smen sind jedoch nicht langer hinreichend, wenn
ein bestimmter Grad DAerger Denervation erreicht ist. So gilt fur 6-OHDA-|&dierte Ratten
(Steiner et d., 1988, Schwarting et a., 1991, Morgan et a., 1993, Fornagueraet al., 1994) ebenso
wie fur Patienten mit Parkinsonismus (Bernheimer et al., 1973), dass funktionale Defizite in
Erscheinung treten, sobald das Ausmal’ der DA-Depl etion 80% Uberschreitet.

6-OHDA-induz erte Ver haltensdnderungen. Im intakten Gehirn besteht der Nettoeffekt
von DA darin, Uber den nigrostriatopallidalen Schaltkreis die positive Rickkopplung vom
Thalamus zum Neokortex zu verstarken (Abb 1). In der 6-OHDA-l&dierten Ratte ist die
nigrostriatale DAerge Aktivitat auf der |&dierten im Vergleich zur intakten kontralateralen Seite
reduziert. Ebenso kann eine Verringerung des DAergen Aktivitét in den Projektionen zum
Globus pallidus angenommen werden, was in einer verstarkten Inhibierung des Thalamus und
damit in einer verringerten Erregung der kortikostriatalen Faserverbindungen resultiert. Aufgrund
des asymmetrischen DAergen Inputs in das Neostriatum zeigen die Tiere
V erhaltensasymmetrieen, die erstmalig von Ungerstedt beschrieben wurden (Ungerstedt et al.,
1968) und in ipsiversivem - zur Seite der L&sion gerichtetem - Drehverhaten (, Turning®)
bestehen. AulRerdem zeigt die Korperhaltung des 6-OHDA -behandelten Tieres als solche eine
starke Asymmetrie: die Pfoten ipsilateral zur |&dierten Substantia nigrawerden nah am Korper
gehalten, wahrend die kontral ateralen ausgestreckt werden (Ungerstedt, 1971). Ferner bewegt
sich dieipsilaterale Vorderpfote wahrend der Drehung nach vorne, wahrend die kontralaterale
abgespreizt und mitgezogen wird; dasich die kontral aterale Hinterpfote dabel nicht mitbewegt,
dreht sich die Ratte de facto um diese (Marshall et a., 1974). Schalert und Mitarbeiter
beobachteten darliberhinaus, dass sich stark |adierte Tiere unter V erlagerung ihres Gewichtes auf

dieipsilaterale Vorderpfote fortbewegen. Dabel versucht das Tier, das K érpergewicht auch mit
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der kontralateralen Pfote zu tragen und fiihrt kompensatori sche Aufhol schritte aus; das Ergebnis
ist eine Drehung des Tieresum die eigene Achse (Schallert et al., 1992). Ebenso andert sich das
peritaktische Verhaten der Ratten nach unilateraler 6-OHDA-Injektion; nach Applikation des
Neurotoxinsin die Substantia nigraexplorieren die Tiere ihre Umgebung vorzugsweise mit der
Korperseite ipsilateral zur Lasion (Steiner et a., 1988, Fornaguera et a., 1994). Die
asymmetrische Peritaxis der Tiere steht dabei in keinerlel Zusammenhang mit dem nach 6-
OHDA-L &sion auftretenden Drehdefizit, dazum einen Peritaxismit der ipsilateralen Korperseite
sehr wohl ohne gleichzeitige Drehasymmetriein Erscheinung treten kann und sich zum anderen
dasipsilateral zur Lasion scannende Tier defacto kontralateral zu derselben an Wand und Ecken
des Testfeldes entlang bewegt (Schwarting et al., 1991).

Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen der V erhaltensasymmetrie der Tiereund
dem Ausmal’ der 6-OHDA-Lé&sion. Die fur das Auftreten von Drehasymmetrien kritische DA-
Depletion liegt bei 70 bis80% (Steiner et al., 1988, Schwarting et al., 1991, Morgan et al., 1993,
Fornagueraet a., 1994). Die Drehasymmetrieist nicht nur mit der Grof3e der nigralen Lasion und
der resultierenden Einbuf3e an neostriatalem DA, sondern auch mit dem DA-Metabolismusin den
verbliebenen katecholaminergen Neuronen assoziiert: so gehen stérkere L&sionen mit htheren
neostriatalen DOPAC/DA- und HVA/DA-Quotienten - mithin einer Steigerung des DA-
Metabolismus'* - einher (Schwarting et al., 1991). Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine
Abhangigkeit zwischen dem Grad der Zerstérung nigrostriataler Neurone und der Erholung von
6-OHDA-induzierter Verhaltensasymmetrie besteht (Schwarting et al., 1991, Morgan et al., 1993,
Fornaguera et al., 1994); so wurden bei stark ladierten Tieren (DA-Restgehalt < 3%) ab dem
ersten Tag nach Applikation des Neurotoxins ausgeprégte Drehasymmetrien beobachtet, diesich
wéhrend der folgenden Wochen nicht verminderten, wahrend Tiere mit weniger schweren
Lasionen zwar auch anfangliche Verhaltensasymmetrien aufwiesen, sich jedoch von diesen
innerhalb der darauf folgenden Woche erholten. Ein DA-Restgehalt zwischen 5 und 10% ist fur
das Auftreten einer Erholung von 6-OHDA-induzierten V erhaltensdefiziten kritisch; so konnte
gezeigt werden, dal3 das Neurotachykinin Substanz P nur in den Tieren eine Erholung des
Drehverhaltens faszilitiert, deren ipsilateraler DA-Restgehalt 5% Uberschreitet (Mattioli et al.,
1992, Nikolaus et a., 1997, 1999).

D,-Rezeptor super sensitivitét. Die Mehrheit der nigrostriatalen Lasionsstudien zeigt eine

kompensatorische Steigerung der D,-Rezeptorbindung im denervierten Neostriatum (Creese et
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a., 1977, Staunton et al., 1981, Neveet al., 1982, 1984, Ungerstedt et al., 1991). Dabeil wird die
Annahme zugrunde gelegt, dass dies auf eine Zunahme der D,-Rezeptordichte und nicht auf
Veranderungen in der Affinitét zurtckzufihrenist (Creeseet a., 1977). Eine solche Steigerung
der D,-Rezeptorbindung wurde von Ferré und Fuxe auch im kontralateralen Neostriatum
gefunden (Ferré & Fuxe, 1992), wahrend sowohl Bevan a's auch Guerin und Mitarbeiter eine
Reduktion der D,-Rezeptorbindung im kontral ateralen Neostriatum berichteten (Bevan, 1983,
Guerinet al., 1985).

DasAusmalider ipsilateralen D,-Rezeptorsensitivitét variiert betréchtlich zwischen den
Studien; ein Grund hierfir sind Unterschiede im Ausmald der DAergen Depletion (s.
Ubersichtsarbeit von Schwarting & Huston, 1996a). In den meisten Fallen wurde eine Zunahme
der D,-Rezeptorbindung um weniger als 50% gefunden. Negative Befunde ergaben sich, wenn
die DAerge Depletion 80% unterschritt (Leysen et al., 1979, Theodorou et al., 1981, Filloux et
a., 1987, 1999, Thomaset a., 1992). Untersuchungen des Zeitverlaufs zeigten dabel, dass sich
die D,-Rezeptorsensitivitét innerhalb der ersten Woche nach 6-OHDA-Applikation entwickelt
(Ungerstedt et al., 1991, Neveet al., 1982, 1984, Guerin et al., 1985, Pan et al., 1985, Chalon et
al., 1999), jedoch sind die Befunde hinsichtlich des genauen Zeitpunktes nicht konsistent: so
wurdein einigen Untersuchungen an den ersten Tagen nach Neurotoxin-Applikation kein Effekt
(Creese & Snyder, 1979, Staunton et al., 1981, Marshall et al., 1989, Angulo et al., 1991, Narang
& Wamsley, 1995) oder eine Reduktion der D,-Rezeptorbindung (Mishraet al., 1980, Feuerstein
et al., 1981a) gefunden. Das Maximum der D,-Rezeptorsensitivitét wird nach der zweiten
postlasionalen Woche erreicht (Ungerstedt et al., 1991, Staunton et al., 1981, Neveet al., 1982,
1984). Langzeitstudien zeigten zudem, dass sie fur sechs bis 18 Monate nach der Lasion
persistiert (Thal et a., 1979, Feuersteinet a., 1981b, Bevan, 1983, Marshall et a., 1989, Savasta
etal., 1992).

Bisdato wurden vier in vivo D,-Rezeptorbindungsstudien an 6-OHDA -1&dierten Ratten
durchgefihrt; dabei wurde die erste Untersuchung mit einem klinischen PET-Scanner (Siemens
ECAT-953B) vorgenommen und zeigte drei Wochen nach der L&siom eine im Vergleich mit
nicht-14dierten K ontrol ltieren um 23% erhohte["'C] Racl oprid-Bindung imipsilateralen Striatum
(Hume etal., 1995). Gegeniber dem kontralateralen Striatum war die ipsilaterale D,-
Rezeptorbindung um 16% erhoht. Einige Jahre spéter wurde die D,-Rezeptorbindung mit einem

dedizierten Kleintiertomographen (PCR-1) zwischen der ersten und dritten Woche nach

172



intranigraler 6-OHDA-Applikation durchgefihrt (Nguyen et a., 2000); auch in dieser Studie
wurde eine 19 bis 25%ige Zunahme der [*'C]Racloprid-Bindung im ipsilateralen Striatum
beobachtet. Ahnliche Resultate wurden sowohl von Rubins (MicroPET) as auch Ingji und
Mitarbeitern (Hamamatsu SHR-7000) erbracht (Rubins et a., 1999, Ingji et al., 2005). Eine
Bestétigung ergab sich aufRerdem durch fMRT-Untersuchungen nach pharmakologischer
Challenge mit APO und AMPH, die beide eine Zunahme des striatalen Blutvolumens auf der
l&dierten Seite hervorriefen (Nguyen et al., 2000). Diese Befunde sind mit der Annahme
vereinbar, dass eine hochgradige 6-OHDA-L &sion des nigrostriatalen Systems zu einer Reduktion
der striatalen DA-Konzentration fuhrt, die ihrerseits eine kompensatorische Hochregul ation der
striatalen D,-Rezeptoreninduziert. Gleichesgilt fur kirzlich publizierten Befundevon Inaji und
Mitarbeitern, die 13 bis 15 Tage nach der Lasion in Abhangigkeit von der applizierten
Neurotoxindosis eine 12 bis 41%ige Zunahme [*'C]Racl oprid-Bindung im ipsil ateralen Striatum
beobachteten (Ingji et a., 2005).

In keiner in vivo Studie wurde eine kontralaterale V erénderung der D,-Rezeptorbindung
beobachtet. Dabei mussjedoch in Betracht gezogen werden, dasslediglich in der von Humeund
Mitarbeitern durchgefihrten Untersuchung die kontral ateral e striatale D,-Rezeptorbindung mit
der striatalen D,-Rezeptorbindung in nicht-l1adierten Kontrollen verglichen wurde (Humeet al.,
1995). Uberdies wurde bislang noch keine Longitudinaluntersuchung der ipsi- und
kontralateralen D,-Rezeptorbindung an demselben Tier durchgeftihrt. Diesgilt ebenfallsfir den
Vergleich der D,-Rezeptorbindung vor und nach 6-OHDA-Lasion.

Dieunter 2.1.2. dargestellte Studie hatte ergeben, dassdas TierPET fir die Durchfihrung
von Rezeptorbindungsstudien geeignet ist und dass Bma und K in vivo analog zur Auswertung
von in vitro Bindungsdaten mittels linearer oder nicht-linearer Regressionsanayse bestimmt
werden konnen. Das Ziel dieser Studie war die Untersuchung der VVerénderungenin der ipsi- und
kontralateralen striatalen D,-Rezeptordichte nach unilateraler DA-Depletion durch wiederhole
Bestimmung von B« mit der Methode der in vivo Séttigungsbindungsanalyse am selben Tier
(Nikolauset al., 2003b). Dabel wurde dieipsi- unskontralaterale [ *®F]FMB-Bindung an den D-
Rezeptor zunachst bel der normal en, unbehandelten Ratte quantifiziert. Weitere Bestimmungen

der D,-Rezeptorbindung folgten an Tag 2 und Tag 14 nach der Lasion.
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2.2.1.2. Methode

22121 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 14 mannliche Sprague-Dawley- Ratten (Charles River, St.
Aubin-les-Elbeuf, Frankreich) mit einem Gewicht zwischen 390 und 490 g. Die Experimente
wurden von der Bezirksregierung in Koéln genehmigt und in Ubereinstimmung mit den
» Prinzipien der Labortierpflege” (NIH Publikation No. 68-23, revidierte Fassung von 1985) und
dem Deutschen Tierschutzgesetz im Institut fir Medizin (Forschungszentrum Jilich GmbH)
durchgefihrt.

22122 6-Hydroxydopaminlasion

6-OHDA-Hydrobromid (Sigma, Taufkirchen, BRD) wurdein eisgekiihltem 0.9% NaCl
(0.2 mg/ml Ascorbinsaure) gelost. Nach kurzzeitiger Inhalationsanasthesie mit Isofluran
(Forene®, Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden, BRD) wurde den Ratten ein Gemisch von
Ketaminhydrochlorid (K etavet®, PharmaciaGmbH, Erlangen, BRD; Konzentration: 100 mg/ml,
Dosis: 0.9 mi/kg) und Xylazinhydrochlorid (Rompun®, Bayer, Leverkusen, BRD; Konzentration:
0.02 mg/ml, Dosis: 0.4 mi/kg) in den Glutealmuskel injiziert. Nach Fixierung des Kopfes in
einem Stereotakten erfolgte die unilaterale Applikation von 6-OHDA (Konzentration: 2 pg/pl,
Injektionsvolumen: 4 ul) in die Pars compactader Substantianigra (stereotakti sche K oordinaten:
AP: -53 mm, L: £ 2 mm, DV: -8 mm; Paxinos & Watson, 1986). Zuvor hattten zahlreiche
Untersuchungen gezeigt, dass 6-OHDA in der applizierten Dosis von 8 ug/4 ul striatale DA-
Depletionen > 90% induziert (s. Ubersichtsarbeit von Schwarting & Huston, 1996a,b). Das
Injektionsvolumen wurde Uber einen Zeitraum von 2 Minuten verabreicht. Nach erfolgter
Injektion wurde die Nadel fur weitere 3 Minuten im Gehirn des Tieres belassen.

Die 6-OHDA-Lasion wurde unmittelbar nach der ersten PET-Messung vorgenommen
(Tag 0). Die zweite und dritte PET-Messung fanden an Tag 2 und Tag 14 nach der L&sion statt.
Unmittelbar nach der letzten PET-Messung wurden die anasthesierten Tiere dekapitiert. Die
Gehirne wurden entnommen und einer histologischen Untersuchung hinsichtlich des
intranigralen  Injektionsortes unterzogen. Keine Ratte musste aufgrund ungenauer

Kanulenplatzierung aus der Auswertung ausgeschlossen werden.
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22123. Radiochemie

['8F]FM B wurde vom Institut fiir Nuklearchemie (Forschungszentrum Jilich GmbH) zur
Verfligung gestellt. Die Synthese erfolgte nach dem Verfahren von Moerlein und Mitarbeitern
(Moerlein et al., 1992a). Die nukleophile aromatische Fluorinierung mittles Substituierung der
O,N-Gruppe durch *®F wurde durchgefiihrt, wie fiir den Butyrophenonliganden [**F]MSP
beschrieben (Hamacher & Hamkens, 1995). Die mit HPL C bestimmte radiochemische Reinheit
Uberstieg 98%. Die spezifische Aktivitdt zum Injektionszeitpunkt varierte im Bereich einer
Grofenordnung (Reichweite: >8 bis >150 TBg/mmol). Die injizierten molaren Mengen lagen

zwischen 0.4 und 7 nmol.

2.2.1.2.4. PET-Messungen

Protokoll. Nach kurzzeitiger | nhal ationsanésthesie mit | sofluran (Forene®, Abbott GmbH
& Co.KG, Wiesbaden, BRD) wurde den Ratten ein Gemisch von Ketaminhydrochlorid
(Ketavet®, Pharmacia GmbH, Erlangen, BRD; Konzentration: 100 mg/ml, Dosis: 0.9 mi/kg) und
Xylazinhydrochlorid (Rompun®, Bayer, Leverkusen, BRD; Konzentration: 0.02 mg/ml, Dosis.
0.4 mi/kg) in den Glutealmuske! injiziert. [*®F]FMB (155 + 34 MBg/kg) wurde mit 0.9% NaCl
(10% Ethanol) verdinnt undindieV. jugularis appliziert. Das mittlere I njektionsvolumen betrug
1.0 £ 0.5 ml. Die Datenakquisition mit dem TierPET erfolgte Uber einen Zeitraum von 36
Minuten (sechs Zeitfenster von jeweils sechsminttiger Dauer) in Winkel schritten von 7.5° (30
s/'Winkelschritt). Die Rekonstruktion erfolgte iterativ in aufeinanderfolgenden Schichten von 2
mm Dicke.

Datenanalyse. Fur jedes Tier wurden die sechs Zeitfenster aufsummiert und das
resultierende Summenbild mit dem MPI-Tool (Advanced Tomo Vision, Erftstadt, BRD)
analysiert. FUr jedes Tier wurden die Striata auf koronaren Schnittbildern lokalisiert. Um den
Mittelpunkt des ipsi- wie kontralateralen Striatums wurde eine kreisformige ROl mit einem
Durchmesser von 2.5 mm gezogen. Dabel blieb die ROI-Definition auf den dorsalen Anteil des
Striatums beschrénkt; der ventral gelegene Nuc. accumbens wurde nicht beriicksichtigt. Die
Radioaktiivtétskonzentrationen im ipsi- und kontralateralen Striatum wurden nach der , Late-
Time*-Methode (s. Ubersichtsarbeit von Ito et al., 1998) iber die letzten drei Zeitfenster
gemittelt und - wiein Absatz 2.1.1.2.4. beschrieben - fir Partialvolumen- und Spill-over-Effekte

korrigiert.
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Aus den striatalen Radioaktivitatskonzentrationen (MBg/mm3) und den spezifischen
Aktivitdten zu  Beginn des vieten Zeitfensters wurden die  molaren
Radioligandenkonzentrationen (fmol/mg) berechnet. Die kortikale Radioaktivitéat wurde als
Abschétzung fir die freie und nicht-spezifische Radioligandenkonzentration im Gehirngewebe
betrachtet. Die Kkortikalen Radioaktivitétskonzentrationen wurden ebenfalls in molare
Radioligandenkonzentrationen umgerechnet und von denipsi- und kontralateralen neostriatalen
Radioligandenkonzentrationen subtrahiert, um die spezifische Bindung zu ermitteln.

Die ipsi- und kontralaterale spezifische Bindung (x-Achse) wurde gegen die frele
Ligandenkonzentrationen (y-Achse) aufgetragen. Die B ma-Werte wurden mittels nicht-linearer
Regressionsanalyse (GraphPad Prism, Version 3.0, GraphPad Software, San Diego, USA) durch
Anpassung von Séttigungsbindungskurven an die M essdaten bestimmt. Wiein Absatz 2.1.2.2.3.
beschrieben, wurden die Séttigungsbindungskurven durch die hyperbolische Funktion

y= fmaix beschrieben, wobei x und y den freien (nmol/l) beziehungsweise spezifisch
X
D

gebundenen (fmol/mg) Radioaktivitétskonzentrationen [L] und [LR] entsprachen. Die Affinitat
von [®®F]FMB fiir den D.-Rezeptor wird zum einen durch die chemischen Eigenschaften von
Ligand und Rezeptor und zum anderen durch die thermodynamischen Bedingungen bestimmt,
die ihrer Interaktion zugrunde liegen. Infolgedessen kann der Kp-Wert nicht durch die
Neurotoxin-Applikation veréndert werden. Um die Anzahl der angepassten Parameter zu
reduzieren, wurde Kp auf den in der vorangegangenen Untersuchung ermittelten Wert von 6.2
nM (s. Kapitel 2.1.2.) festgesetzt. Als Mal3 fur die Genauigkeit der Anpassung der
Séatti gungshi ndungskurven an die M essdaten werden die asymptotischen Standardabwei chungen
der Bnax-Werte mitgetelilt.

Der Verlauf der angepassten ipsi- und kontral ateral en Séttigungsbindungskurven wurde
zwischen den einzelnen Messtagen mit dem F-Test verglichen (a = 0.05). Es wurde keine

Korrektur fir multiple Vergleiche vorgenommen.

2.2.13. Ergebnisse

Abb. 16 zeigt charakteristische koronale und transversale PET-Bilder desselben

176



Rattenkopfes vor und 14 Tage nach Injektion von 6-OHDA in die linke Substantia nigra.
Zwischen Tag O und Tag 14 kommt es zu einem bilateralen Anstieg der striatalen
Radioaktivitétskonzentration, die jedoch ipsilateral stérker als kontralateral ausgepragt ist.

An Tag 0 betrugen ipsi- und kontralaterales Bmax 19.3 = 1.9 (MW + SD) beziehungsweise
19.2 £ 2fmol/mg. An Tag 2 zeigten ipsi- und kontralaterales B keine Verdnderung (ipsilateral:
19.7 £ 2.2fmol/mg, kontralateral: 21.2 + 2.9 fmol/mg). An Tag 14 waren ipsi- und kontral aterale
Bmax-Werte um 55 beziehungsweise 44% erhoht und betrugen nunmehr 299 + 57
beziehungsweise 28.6 + 5.7 fmol/mg.

Der Vergleich der Séttigungshindungskurven (Abb. 17) zwischen Tag Ound Tag 14 ergab
einen signifikanten Unterschied auf der Seite der Lasion (F-Test, p = 0.04). Kontralatera
unterschieden sich die Kurven nicht signifikant zwischen Tag O und Tag 14 (p = 0.08). Fir den
Vergleich der Kurven zwischen Tag O und Tag 2 ergaben sich p-Werte von 0.9 (ipsilateral) und
0.56 (kontralateral), wahrend die p-Werte fir den Vergleich zwischen Tag 2 und Tag 14 0.08

Koronal Transversal

kontra Ipsi kentra

Abb. 16. Invivo Bildgebung der D,-Rezeptoren in der 6-OHDA-|&dierten Ratte. Koronale (links) und transversale
Schnittbilder (rechts) derselben Ratte vor (oben) und 14 Tage nach Injektion von 6-OHDA in die linke Substantia
niga (unten). Hohe [®F]FMB-Anreicherungen zeigen sich in Striatum (1), Speicheldriisen (2) und Harderschen
Drisen (3). An Tag 14 zeigt sich eine deutliche bilaterale Zunahme der neostriatalen Radi oaktivitatskonzentration;
dieser Effekt ist auf der Seiteipsilateral zur L&sion stérker ausgepragt alskontralateral. Nach Nikolauset al., 2003b.
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Abb. 17. Ipsi- und kontralaterale D,-Rezeptorbindung im Striatum der Ratte zu unterschiedlichen Zeitpunkten vor
und nach 6-OHDA-L&sion. Diein vivo Séttigungsbindungskurven wurden mittel s nicht-linearer Regressionsanadyse
an die spezifischeipsi- und kontral ateral e D,-Rezeptorbi ndung angepasst. Die PET-M essungen wurden unmittel bar
vor (Tag 0) sowiean Tag 2 und Tag 14 nach der L&sion an insgesamt 14 Tieren durchgefihrt (s. auch Abb. 18).
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Abb. 18. Zusammenschau der einzelnenin vivo Séttigungsbindungskurven aus Abb. 17. Der Vergleich der Kurven

mit dem F-Test zwischen Tag 0 und Tag 14 ergab einen signifikanten Unterschied auf der Seite der Lasion (p =
0.04). Kontralateral unterschieden sich die Kurven nicht signifikant (s. auch Abb. 17). Nach Nikolauset al., 2003b.

(ipsilateral) und 0.12 (kontralateral) betrugen. Abb. 18 zeigt die einzelnen
Sattigungsbindungskurven der besseren Vergleichsmoglichkeit halber noch einmal in einer

Zusammenschaul.

2.2.1.4. Diskussion

Die Mehrfachuntersuchung der ipsi- und kontral ateralen striatalen D,-Rezeptorbindung
nach 6-OHDA-induzierter Degeneration der nigrostriatalen Faserverbindungen zeigte eine
zeitabhangige bilaterale Zunahme der Bna-Werte. Diese Zunahme war ipsilateral stérker
ausgepragt als kontralateral und kann al's kompensatorische Hochregulation der D,-Rezeptoren
infolge 6-OHDA-induzierten Reduktion der synaptischen DA-Konzentrationen interpretiert

werden.
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Diese erste L ongitudinaluntersuchung der ipsi- und kontral ateralen D,-Rezeptorbindung
an der 6-OHDA -l &dierten Ratte bestétigt die autoradiographischen Befunde von Ferré und Fuxe,
die as erste einen bilateralen, jedoch ipsilateral stéarker ausgeprégten Anstieg der Do-
Rezeptordichte nach intranigraler 6-OHDA-Applikation nachzuweisen vermochten (Ferré &
Fuxe, 1992). Uberdies stimmen unsere Ergebnisse mit den in vivo Befunden von sowohl
Antonini asauch Ichise und Mitarbeitern Gberein, die bei Patienten mit Morbus Parkinson eine
bilaterale Zunahme der D,-Rezeptordichte beobachteten (Antonini et al., 1994, Ichise et al.,
1999). Sie widersprechen jedoch sowohl anderen in vivo Befunden an Parkinson-Patienten
(Sawle et al., 1993, Kaasinen et al., 2000), als auch den Resultaten der oben erwédhnten
autoradiographischen (Neve et al., 1982, 1984, Ungerstedt et al., 1991) und in vivo Studien
(Humeet al., 1995, Rubinset al., 1999, Nguyen et al., 2000, Ingji et a., 2005), dielediglich eine
ipsilaterale Zunahme der D,-Rezeptorbindung zeigten.

Ein Grund fur diesen Widerspruch ist mdglicherweise der Umstand, dass die Effekte der
unilateralen DAergen Denervierung gemeinhin durch den Vergleich zwischen ipsi- und
kontralateralem Neostriatum beschrieben werden. Esist jedoch weder geklart, bis zu welchem
Grad das kontralaterale Neostriatum durch die intranigrale 6-OHDA-Applikation in
Mitleidenschaft gezogen wird, noch wel che kompensatorische Mechanismenim Laufeder Zeitin
Gang gesetzt werden (s. Ubersichtsarbeit von Schwarting & Huston, 1996a,b). Hinzu kommt,
dass selbst wenn - wiein der in vivo Studie von Hume und Mitarbeitern (Hume et al., 1995) -
maogliche kontral aterale 6-OHDA -induzierte Effekte untersucht wurden, dieslediglich durch den
Vergleich der kontralateralen Seite zwischen ladierten Tieren und nicht-ladierten Kontrollen
erfolgte, nicht aber, indem jedes Tier durch den Vergleich der Do-Rezeptorbindung vor und nach
6-OHDA-L&sion as seine eigene Kontrolle diente.

In ihrer autoradiographischen Studie fanden Ferré und Fuxe im ipsilateralen Striatum
eineim Vergleich zur kontralateralen Seite um etwa 20% erhohte D,-Rezeptordichte (Ferré &
Fuxe, 1992); weiterhin war die kontralaterale D,-Rezeptordichte gegentiber nicht-ladierten
Kontrolltieren um ebenfalls etwa 20% erhoht. In unserer Untersuchung war die ipsilaterale im
Vergleich zur kontralateralen D,-Rezeptordichte um 4.3% erhoht, wobel die Bna-Werte zwel
Wochen nach der Lasion die vor der Lasion gemessenen Werte um 55 beziehungswei se 49%
Uberschritten. Der in unserer Studie kleinere Unterschied zwischen der ipsi- und der

kontral ateralen Bindung kann dabel auf den Umstand zurtick zu fuhren sein, dassdieletzte PET-

180



Messung zwei Wochen nach 6-OHDA-A pplikation stattfand, wahrend das autoradiographische
Experiment in der Studie von Ferré und Fuxe zwdlf Wochen nach der Lasion durchgefuhrt
wurde. Des Weiteren wurden von Ferré und Fuxe |&dierte und nicht-l1&adierte Ratten, nicht aber
dieselben Tiere vor und nach der Lasion untersucht.

Die absoluten Bmax-Werte sind in unserer Studie gegentiber den von Ferré und Fuxe
ermittelten Werte um einen Faktor 5 erniedrigt. In der zuvor durchgef iihrten Untersuchung haben
wir einen Unterschied gleicher Grof3enordnung zwischen den mit PET (19 fmol/mg) und mit
Autoradiographie (84 fmol/mg) ermittelten Bmax-Werten beobachtet, wahrend diein vivound in
vitro gemessenen Kp-Werte Ubereinstimmten (s. Absatz 2.1.2.3.). Einewahrscheinliche Ursache
fir diesen Unterschied ist der Partialvolumeneffekt. Mit dem TierPET durchgefihrte
Phantomstudien haben gezeigt, dass die Radioaktivitatskonzentrationen in einer Zielregion mit
einem Durchmesser von 2.5 mm - also in der GrofRenordnung der striatalen Durchmesser auf den
fur die ROI-Definition verwendeten koronaren Schnittbilder - um etwa 60% unterschétzt
werden. Auf der Grundlage diessr Messungen wurden die  striatalen
Radioaktivitatskonzentrationen auch in dieser Studie korrigiert. Dabei wurdefir alle Messungen
der gleiche Korrekturfaktor verwendet; da die Korrekturfaktoren nicht individuell fir die
tatsachlichen striatalen Durchmesser auf den fur die ROI-Definition verwendeten Schnittbildern
bestimmt wurden, sind Unterschdtzungungen der striatal en Radioaktivitdtskonzentrationen bei
striatalen Durchmessern < 2.5 mm nicht auszuschlief3en.

In etlichen Untersuchungen wurde der Frage nachgegangen, zu welchem Zeitpunkt nach
der intranigralen 6-OHDA-Applikation Veranderungen in der striatalen D»-Rezeptorbindung zu
Tagetreten. Wir beobachteten praktisch keine Zunahme der D,-Rezeptorbindung am zweiten Tag
nach der Lasion. Dies stimmt mit den Befunden von Staunton und Mitarbeitern Gberein, die an
Tag 1 und Tag 2 nach der Lasion ahnliche D,-Rezeptordichten beobachteten (Staunton et al.,
1981). Von Mishraund Mitarbeitern wie auch Narang und Wamsley wurde Uberdiesauch an Tag
4 und Tag 7 nach der Lasion noch keine V eranderung der Do-Rezeptordichte beobachtet (Mishra
etal., 1980, Narang & Wamsley, 1995). In zwei Fallen wurde eine Rezeptorhochregulation erst
14 Tage nach der L &sion beobachtet (Staunton et al., 1981, Narang & Wamsley, 1995), wahrend
in zwel weiteren Fallen eine Rezeptorhochregulation bereits an Tag 2 nach Neurotoxin-
Applikation in Erscheinung trat (Guerin et a., 1985, Chalon et al., 1999). In drel weiteren
Untersuchungen wurde eine Zunahme der D,-Rezeptorbindung an Tag 7 (Neveet a., 1984, Pan
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et a., 1985) beziehungsweise Tag 10 nach der Lasion (Mishra et a., 1980) beschrieben.
Feuerstein und Mitarbeiter berichteten sogar eine Reduktion der D,-Rezeptorbindung zwischen
Tag 1 und Tag 6 nach der L&sion, der eine Zunahme bis Tag 13 folgte (Feuerstein et al., 19814).
Mithin sind die Befunde hinsichtlich des Zeitverlaufs der Rezeptorregulation nach 6-OHDA-
L&sion keineswegs konsistent; zusammengefasst |asst sich jedoch sagen, dass in den meisten
Fallen eine Zunahme der D,-Rezeptorbindung zwischen der ersten und zweiten Woche nach der
L &sion beobachtet wurde.

Eine mogliche Ursache fir die mangelinde Ubereinstimmung zwischen den
Untersuchungsergebnissen sind die unterschiedlichen verwendeten Radioliganden -
Butyrophenone und Benzamide - die sich hinsichtlich iher Affinitét und Selektivitét fir den D,-
Rezepor unterscheiden. Uberdies differieren die Tiere hinsichtlich der L &sionsgréRen nicht nur
innerhalb eines Experimentes, sondern auch zwischen den einzelnen Untersuchungen; dies gilt
selbst dann, wenn die gleichen Neurotoxindosen appliziert werden (s. Ubersichtsarbeit von
Schwarting & Huston, 1996a,b). Folglich werden Tiere in Gruppen zusammengefasst, die sich
hinsichtlich der experimentellen Parameter unterscheiden, die den Rezeptorstatus maldgeblich
beeinflussen. Hierunter leidet in der Folge auch die Vergleichbarkeit der in den einzelnen
Experimenten erzielten Befunde. Ein Vortell der in vivo Methode besteht darin, dass die
individuellen Unterschiede zwischen den Tieren dadurch kompensiert werden knnen, dass der
Vergleich der Rezeptorparameter fir jede einzelne Ratte Uber einen langeren Zeitraum moglich
ist. Dabei erhellt aus der Ubereinstimmung zwischen der hier dargestellten PET-Untersuchung
und den autoradiographi schen Studien hinsichtlich der Bilateralitét (Ferré & Fuxe, 1992) und des
Zeitverlaufs (Mishra et a., 1980, Narang & Wamsley, 1995) der D,-Rezeptorbindung die
Eignung des TierPETsfur die Durchfiihrung von invivo Studien am 6-OHDA-Modell der Ratte.

Die hier dargestellten Befunde zeigen, dass die unilaterale DAerge Denervierung
langanhaltende bilaterale EinflUsse auf das DAerge System zeitigt. Dabel liegt die Annahme
nahe, dass die Zunahme der D,-Rezeptoren die Einbufen an synaptischem DA kompensiert: da
auf diese Weise mehr Rezeptoren fir die verringerte Anzahl der DA-Molekule zur Verfligung
stehen, kann die DAerge Neurotransmission aufrecht erhalten oder sogar gesteigert werden. In
unserer Studiewurden keine V erhaltensasymmetriien quantifiziert, wahrend Ferré und Fuxe diese
zwar erhoben, aber ihr Ausmal3 lediglich als Ausschlusskriterium fur die Tiere mit subtotalen

Lasion verwendeten (Ferré & Fuxe, 1992). Um zu klaren, worin die funktionelle Bedeutung der
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bilateral erhdhten DAergen Aktivitét besteht, wére eserforderlich, Verhaltensasymmetrieen und
D,-Rezeptorbindung an denselben Tieren zu unterschiedlichen Zeitpunkten vor und nach 6-
OHDA-Lé&sion zu untersuchen. Ferner ware es sinnvoll, wenigstens bel einigen Tieren
zusétzlichein vivo Mikrodialyseuntersuchungen durchzuftihren und durch Bestimmung der ipsi-
und kontral ateralen Konzentrationen von DA und seinen Metaboliten neurochemische Korrelate
zu Verhalten und Rezeptorbindung zu erheben.

Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Erholung von 6-OHDA-induziertem
ipsiversivem Drehverhalten mit einer bilateralen Zunahme des DA-Metabolismus' im dorsalen
(Nikolauset al., 1998) und ventralen Striatum (Nikolaus et al., 1997) einhergeht. Nach 6-OHDA -
Lason wurden neben kompensatorischen Zunahmen der DA-Umsatzraten auch
Regul ationsprozesse beobachtet, die mit neuronaler Plastizitét assoziiert sind: so beobachteten
Pritzel und Mitarbeiter, dass die Reduktion der Verhaltensasymmetrie von einer zunehmenden
Sprossung gekreuzter Projektionen von der intakten Substantia nigra zu ventromedialem
Thalamus und Neostriatum der geschadi gten Hemisphére begleitet ist (Pritzel et a., 1981, 1983).
Reaktive  Synaptogenese ist en in der Literatur héufig  beschriebener
Kompensationsmechanismus (s. Ubersichtsarbeit von Huston et al., 1990) und stellt -
insbesondere bel Tieren mit subtotalen unilateralen nigrostriatalen Depletionen - eine mogliche
Ursache fur die beobachtete Zunahme der kontralateralen D,-Rezeptorbindung dar.

Unsere Methode ist insofern neu, alswir nicht die Bhx-Werte zwischen |adierter Seite
und nicht-l&adierter Kontrolle, sondern den Verlauf der Bindungskurven tiber die Zeit verglichen.
Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist dieses Verfahren bei der Modellierung von Mobus Parkinson
mittels 6-OHDA-L &sionen ungewdhnlich. Bislang wurden 6-OHDA-induzierte Defizite sowie
einsetzende Erholungsprozesse durch Quantifizierung der V erhatensasymmetriien, post mortem
Bestimmung der Konzentrationen von DA und seinen Metaboliten mittels HPLC oder
Darstellung der Rezeptorbindung mittels ex vivoAutoradiographie untersucht. Von diesen
Methoden erlaubt lediglich die numerische Erfassung von Drehverhalten und Thigmotaxis die
Beobachtung desselben Tieres Uber einen langeren Zeitraum; die Anwendung aller Gbrigen
Verfahren erfordert eine Beschréankung auf die Betrachtung der ipsi- zu kontralateralen
Unterschiede zu einem bestimmten Zeitpunkt bel einem einzelnen Tier. Im Gegensatz hierzu
ermdglicht unsere in vivo Methode die getrennte Betrachtung der ipsi- und kontralateralen 6-

OHDA-induzierten Veranderungen Uber die Zeit. Unser Hinweis auf einen kontralateralen
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Anstiegs der D,-Rezeptorbindung unterstreicht dabel die Bedeutung der kontralateralen
Hemisphére fur Kompensations- und Erholungsprozesse im 6-OHDA-Modell der Ratte.
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2.2.2. Quantifizierung der [*3]FP-CIT-Bindung an den striatalen Dopamintransporter
bei unbehandelten Ratten und nach pharmakologischer Blockade mit
Methylphenidat®

2.2.2.1. Einleitung

Zahlreiche in vivo Untersuchungen der DAT- und D,-Rezeptorbindung haben gezeigt,
dass verschiedene neurol ogische und psychiatrische Erkrankungen wie Morbus Parkinson (Rinne
et a., 1990, Hierholzer et a., 1992, Innis et a., 1993), MSA (Verhoeff et al., 1990),
Schizophrenie (Wong et a., 1985), Depression (D'haenen & Bossuyt, 1994, Neumeister er al.,
2001), ADHS (Dougherty et al., 1999) und Drogenmissbrauch (Volkow et a., 1994, 1997) mit
Funktionsstérungen des DAergen Systems assoziiert sind. Fehlfunktionen der DAergen
Neurotransmission kénnen unter anderem auf Verdnderungen in der synaptischen DA-
Konzentration und in den Verflgbarkeiten der préasynaptischen Transporter- oder
postsynapti schen Rezeptorbindungsstellen zuriickzuf ihren sein. Zahlreichein vivo Befunde legen
dabel eine Beziehung zwischen der synaptischen Neurotransmitterkonzentration und der Dichte
der pr& wie postsynaptischen Bindungsstellen nahe: so konnte bei Parkinsonpatienten gezeigt
werden, dass die Degeneration der nigrostriatal en Faserverbindungen zu einer Verringerung der
endogenen DA-Konzentrationen fuhrt, dieihrerseits eine Reduktion der striatalen DAT-Dichte
(Innis et al., 1993) und eine kompensatorische Hochregulation der postsynaptischen Do-
Rezeptorbindungsstellen induziert (Rinne et a., 1990). Dies gilt fur die Frihphase der
Erkrankung; im fortgeschrittenen Stadium wird auch eine postsynaptische Reduktion der
Bindungsstellen augenfélig (Hierholzer et al., 1992). Das Ineinandergreifen pr& und
postsynaptischer Regulationsmechanismen erhellt ebenso aus Untersuchungen an depressiven
Patienten, die eine Abnahme des DAT- (Neumeister et al., 2001) und eine Zunahme der D,-
Rezeptorbindung zeigten (D'haenen & Bossuyt, 1994). Ein weiteres Beispid ist die Wirkung des
synaptischen DAsauf die postsynapti sche D,-Rezeptorbindung nach Challenge mit Stimulanzien
wie MP, die eine Erhdhung der DA-Konzentration im synaptischen Spalt und auf diese Weise
eine Verringerung der verflgbaren D,-Rezeptoren induzieren (Volkow et al., 1994).

Nach der in Kapitel 2.2.1. geschilderten Quantifizierung der D,-Rezeptorverfiigbarkeitim

5 Durchfihrung des Experimentes: Januar 2003 — Juli 2004; Erstpublikation: Oktober 2004(online)
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Striatum der normalen, unbehandelten Ratte und nach 6-OHDA-induzierter Reduktion der
synaptischen DA-Konzentration wenden wir uns nunmehr der Quantifizierung der DAT-
Verflgbarkeit im Striatum der unbehandelten und der M P-behandelten Ratte zu.

MPwurdeim Jahre 1944 synthetisiert und urspriinglich zur Behandlung von chronischer
M idigkeit, Lethargie, Depression und Narkol epsie eingesetzt (s. Ubersichtsarbeit von Leonard et
al., 2004). Heutigentags beschrankt sich seine Anwendung auf die Behandlung von ADHS bei
Kindern. MP ist ein piperazinsubstituiertes Phenylisoproprylamin (Abb. 4), das - wie viele
AMPH-Derivate - a's psychomotorisches Stimulanswirkt. Eshat zwel chirale Zentren und kann
folglich in vier verschiedenen Stereoisomeren vorliegen. Da die erythro-lsomere nur eine
geringe stimulierende Wirkung zeitigen (Szoporny & Gorog, 1961), wird beim Menschen eine
razemische Mischung aus D- und L-threo-MP (Ritalin) eingesetzt. Dabel konnte jedoch gezeigt
werden, dass die pharmakol ogische Aktivitét vornehmlich dem D-threo- Enantiomer innewohnt,
dasnicht nur in héherem Mal3e |okomotorische Aktivitét induziert, sondern auch elne gesteigerte
Inhibierung der DA- und NA-Wiederaufnahmein striatal e und hypothal ami sche Synaptosomen
bewirkt (Patrick et al., 1987).

DL-threo-MP wird rasch absorbiert, wobei die maximale Plasmakonzentration 1 bis 3
Stunden nach oraler Verabreichung erreicht wird. Auch die Metabolisierung erfolgt zligig; zu
80% wird MP zu Ritalinsdure umgesetzt und Uber die Niere ausgeschieden (Warginet al., 1983,
Patrick et a., 1981, Aoyamaet a., 1994). Ein weiterer Metabolit ist das DL-threo-6-Oxo-MP,
das bel der Ratte zu DL-threo-5-Hydroxy-6-oxo-MP umgesetzt wird, jedoch in so niedrigen
Konzentrationen im Gehirn nachgewiesen wurde, dass eine Mediierung zentraler Effekte durch
diese Substanz praktisch ausgeschlossen ist (Patrick et al., 1981).

Beim Menschen liegt die absolute Bioverfugbarkeit von DL-threo-MP zwischen 11 und
53% (Chan et al., 1983); auch fur die Ratte wurde eine absol ute Bioverfligbarkeit von nur etwa
20% nachgewiesen (Wargin et a., 1983). Dies hat seine Ursache in dem ausgepragten
préasystemischen Metabolismus von MP, infolgedessen es zu etwa der gleichen Zeit wie sein
hauptsachlicher Metabolit, die Ritalinsaure, in den systemischen Kreislauf gelangt. Uberdies
konnte gezei gt werden, dass M P - neben dem nicht-enzymatischen Abbau zu Ritalinséure - durch
Plasma- oder Gewebeesterasen hydrolysiert zu werden vermag (Wargin et al., 1983). Dieses
breite metabolische Spektrum bietet eine Erklarung fur die beobachtete grofie inter- und

intraindividuelle Variabilitdt hinsichtlich der MP-Konzentrationen im Plasma und der zum
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Erreichen der optimal en pharmakol ogi schen Wirkung erforderlichen klinischen Dosen (V olkow
et al., 1996).

Die Akkumulation von MPim Gehirn erfolgt - wie bei AMPH - durch Diffusion. Dabei
konnte gezeigt werden, dass bel physiologischem pH nur etwa 3.8% des verabreichten MPsin
der lipophilen unpolaren Form vorliegen, die in Gewebe mit hohem Lipidanteil zu diffundieren
vermag. In vitro Studien zeigten, dass die héchste spezifische Bindung von [*H]MP in
Caudatoputamen, Tuberculum olfactorium, Nuc. accumbens, Stria terminalis und Eminentia
mediana erfolgt; eine niedrigere spezifische Bindung wurde im frontalen Kortex und im Gyrus
dentatus gefunden (Uniset al., 1985). Janowsky und Mitarbeiter beobachteten, dass L &sionen der
aufsteigenden katecholaminergen Faserverbindungen eine Abnahme der striatalen [*H]MP-
Bindung induzieren (Janowsky et al., 1985); dabel legte die positive Korrelation zwischen der
Reduktion der striatalen [°H]M P-Bindung und der Verringerung der DA-Wiederaufnahme eine
Bindung von MP an den préasynaptischen DAT nahe. Eine Bestatigung hierfir ergaben die
Befunde von Unis und Mitarbeitern, die in vitro zeigten, dass [°H]MP durch den DA-
Wiederaufnahmehemmer Nomifensin von seinen Bindungsstellen verdrangt zu werden vermag
(Uniset a., 1985).

Weitere Untersuchungen zeigten, dass MP mit DA um die DAT-Bindungsstellen
kompetitiert und die DA-Wiederaufnahme mit einer dem Kokain vergleichbaren Potenz inhibiert
(Gatley et dl., 1996): invitrowurdefir MPein Ki-Wert von 390 nM nachgewiesen wahrend der
Ki von Kokain 640 nM betragt (Ritz et al., 1987). Neben dem DAT bindet MP auch an NET und
SERT, wobel die entsprechenden K;-Werte bei 256 nM beziehungsweise > 10000 nM liegen
(Lileet al., 2003).

Dissektionsstudien bei der Ratte zeigten eine dosisabhangige Inhibierung der
[P Tc] TRODAT- (Dresel et al., 1998) wie auch [*1]FP-CI T-Bindung (Reneman et a ., 2001) an
den DAT nach Verabreichung von MP (0.35 - 3 mg/kg beziehungsweise 10 und 40 mg/kQ).
Fowler und Mitarbeiter bestimmten die DAT-Verfiugbarkeitim Humanversuch nach Applikation
unterschiedlicher MP-Dosen (0.05 - 0.9 mg/kg) mit PET und [*'C]K okain als DAT-Radioligand
und fanden eine nahezu 80%ige DA T-Besetzung bei einer MP-Dosis von 0.5 mg/kg (Fowler et
a., 1989); mithin kann der EDs - die Dosis, die fir die Blockade von 50% der verflgbaren
DATs erforderlich ist - auf 0.25 mg/kg geschétzt werden. Dies wurde in einer spéteren
Untersuchung von Volkow und Mitarbeitern bestétigt (Volkow et a., 1998). Weiterhin zeigten
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Fowler und Mitarbeiter, dass eine MP-Plasmakonzentration von 6 ng/ml mit einer 50%igen
DAT-Blockade einhergeht (Fowler et al., 1989); dabei Kindern mit ADHS, die effektiv mit MP
behandelt wurden, Plasmakonzentrationen nachgewiesen wurden, die 6 ng/ml Uberstiegen
(Srinivas et a., 1992), kann hieraus gefolgert werden, dass fiir die therapeutische Wirksamkeit
von MP eine wenigstens 50%ige Inhibierung des DAT erforderlich ist.

Bel der Ratte wurde bis dato noch keine in vivo Studie zur DAT-Verflgbarkeit nach
Applikation von MP durchgefuhrt. Gegenstand unserer im Folgenden dargestellten Untersuchung
war daher die Quantifizierung der DAT-Verfugbarkeit in Striatum und frontalem Kortex der
normal en, unbehandelten Ratte sowie nach pharmakol ogischer Blockade mit zwel verschiedenen
MP-Dosen. Die Studie wurde mit dem TierSPECT und [*®I]FP-CIT as Radioligand
durchgeftihrt (Nikolaus et al., 20053, in Vorbereitung).

2.22.2. Methode

22221 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 27 méannliche Wistar-Ratten (Tierversuchsanlage, Heinrich-
Heine-Universitét, Dusseldorf). Vierundzwanzig Tiere mit einem Gewicht von 406 + 48 g
wurden mittels [*®|]FP-CIT untersucht; drei weiteren Tieren wurde [*™Tc]DPD,
[%™Tc] Tetrofosmin oder [*™Tc]HMPAO verabreicht, um Bilder des K nochenstoffwechsels, der
Weichtellgewebeperfusion und der Gehirnperfusion zu erhalten. Die Experimente wurden von
der Bezirksregierung in Duisseldorf genehmigt und in Ubereinstimmung mit den , Prinzipien der
Labortierpflege* (NIH Publikation No. 68-23, revidierte Fassung von 1985) und dem Deutschen
Tierschutzgesetz in der Nukearmedizinischen Klinik (Universitétsklinikum Dusseldorf)
durchgefihrt.

2.2.2.2.2. SPECT-Messungen

Bildgebung des DAT. Den Ratten wurde intraperitoneal entweder 3 mg/lkg MP
(Medikinet®; zur Verfigung gestellt von Medice GmbH & Ko.KG, Iserlohn, BRD; n = 9,
Konzentration: 3 mg/ml), 10 mg/kg MP (n = 8, Konzentration: 10 mg/ml) oder Vehikel (n=7,

0.9% NaCl) injiziert. Eine Stunde spéter wurden die Tiere kurzzeitig mit Isofluran (Forene®,
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Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden, BRD) anésthesiert und erhielten Injektionen von
Ketaminhydrochlorid (K etavet®, Pharmacia GmbH, Erlangen, BRD; Konzentration: 100 mg/ml,
Dosis: 0.9 mi/kg) und Xylazinhydrochlorid (Rompun®, Bayer, Leverkusen, BRD; Konzentration:
0.02 mg/ml, Dosis: 0.4 mi/kg) in den Glutealmuskel. [*®I]FP-CIT (Amersham Buchler,
Braunschweig, BRD; 21 + 7 Mbq; Konzentration: 0.07 - 0.13 pg/ml, spezifische Aktivitét: 2.45 -
4.5 x 10" Bg/mmol) wurde den Tieren mit Hilfe eines Butterflys in die laterale Schwanzvene
appliziert. Der Schlauch des Butterflyswurde mit 1 ml 0.9%iger Kochsal zl 6sung gesplilt, so dass
das gesamte I njektionsvolumen 1.3 ml betrug.

Davorausgegangene Untersuchungen am Menschen gezei gt haben, dassdas Equilibrium
der [**1]FP-CIT-Bindung zwei Stunden nach Injektion erreicht ist und in den folgenden sechs
Stunden stabil bleibt (Seibyl et al., 1998, Booij et al., 1999), wurden die TierSPECT-Messungen
zwei Stunden nach Radioligandenapplikation durchgefiihrt. Die Datenakquisition erfolgte in
Winkel schritten von 6° (60 Projektionen, 60 §/Projektion) mit enem Rotationsradiusvon 65 mm.
Das Energiefenster wurde auf den Gamma-Photopeak von 2| (159 keV + 15%) eingestellt.

Darstellung des Knochenstoffwechsels, der Weichteilgewebeperfusion und der
Gehirnperfusion. Drei Ratten wurden anasthesiert, wie oben beschrieben. Im Anschluss wurde
ihnen 60 MBq [*"Tc]DPD (CIS Diagnostik, Berlin, BRD), 20 MBq [*™Tc]Tetrofosmin
(Amersham Buchler, Braunschweig, BRD) oder 240 MBq [*™Tc]HMPAO (Amersham Buchler,
Braunschweig, BRD) indielaterale Schwanzveneinjiziert. Die Tracer-Akkumulationen wurden
mit dem TierSPECT 90 ([*™"Tc]DPD), 70 ([*"Tc]Tetrofosmin) und 20 Minuten
([®*™Tc]HMPAO) nach Applikation gemessen. Die Datenakquisition erfolgtein Winkelschritten
von 6° (60 Projektionen, [*™Tc]DPD: 60 s/Projektion, [*™Tc] Tetrofosmin: 45 s/Projektion,
[*™Tc]HMPAO: 90 s/Projektion) mit einem Rotationsradius von 65 mm. Das Energiefenster
wurde auf den Gamma-Photopeak von *™Tc (140 keV + 15%) eingestellt.

Datenanalyse. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem MPI-Tool (Advanced Tomo
Vision, Erftstadt, BRD). Abb. 19A veranschaulicht die Identifikation von Striatum, Kortex und
Zerebellum relativ zu mittels [*"Tc]DPD, [*"Tc]Tetrofosmin und [*"Tc]HMPAO
visualisierten quasi-anatomischen Landmarken. Daweder [*™Tc]DPD noch [*™T¢] Tetrosfosmin
die Blut-Hirn-Schranke durchdringen und den Knochenstoffwechsel beziehungsweise die
Weichteilgewebeperfusion darstellen, erlaubt ihre Verteilung die Lokalisierung von
Schadelhdhle, Augenhohlen und Harderschen Drisen (Abb. 19A, linke Spalte). Folglich kann
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das Striatum auf den [*3|]FP-CIT-Bildern (Abb. 19A, rechte Spalte) relativ zu Kranium und
Orbitae und zu den extrazerebralen Anreicherungen von [**1]FP-CI T in den Harderschen Driisen
lokalisiert werden. Die Uberlagerung von [*™T¢]DPD- und [*"Tc]HMPAO-Scan (Abb. 19A,
mittlere Spalte) erlaubt dieldentifizierung desfrontalen Kortex’ und des Zerebel lumsrelativ zum
Kranium (Abb. 19A, zweite Spalte) und ermoglicht so die Lokalisierung dieser Regionen auf den
['2*1]FP-CIT-Bildern anhand der rostralen und kaudalen [*™Tc]HM PAO-Akkumul ationen (Abb.
19A, rechte Spalte).

Auf einem [*1]FP-CIT-[*™Tc]DPD-Fusionsbild wurde ein Template mit striatalen,
kortikalen und zerebellaren ROIs definiert, die kreisformige (Striatum) oder ellipsoide
(Neokortex, Zerebellum) Flachen mit einer Grofe von 1.5, 1.8 beziehungsweise 7 mm?
umschrieben und Uber dem Aktivitdtsmaximum der jeweiligen Strukturen platziert wurden.
Dieses Template (Abb. 19B) wurde auf die Bilder der mit MP und V ehikel behandelten Ratten
Ubertragen, wobel die einzelnen ROIs ohne Verénderung ihres Umrisses oder ihrer Grof3e tber
die jeweiligen Aktivitdtsmaxima gelegt wurden.

Da auch die Harderschen Driisen und die Speicheldrisen durch eine ausgepragte
Radioaktivitétsakkumul ation gekennzeichnet sind, wurden auch innerhalb dieser Strukturen auf
transversal en beziehungswei se sagittalen Bildern ROIs (Flache: 1.5 mm?) definiert. Dabei ist bei
der raumlichen Auflésung des TierSPECTs keine Differenzierung zwischen den
Radioaktivitétsanreicherungen in den paarigen Speicheldriisen, die sich Uber den gesamten
ventralen Hal sberei ch ausdehnen und den dorsal von ihnen gelegenen Schilddriisen moglich, die
eine Lange von lediglich 1 mm aufweisen und beiden Seiten der Trachea anliegen.

Bestimmung von Vs'*. Bei der Beschreibung deskinetischen Verhaltensvon [*2|]FP-CIT
kann man von einem Drei-Kompartiment-Modell mit einem Blutplasma- (C;) und zwel
Gewebekompartimenten C, und C; ausgehen, die die artieriellen, freien plus nicht-spezifisch
gebundenen und spezifisch gebundenen Radioligandenkonzentrationen bezeichnen. Fur die
exakte Bestimmung des BPs ist die Messung der nicht-metabolisierten und nicht an Proteine
gebundenen Fraktionen in C; erforderlich; sind diese Werte nicht verflgbar, missen
Abschétzungen des BPs vorgenommen werden. Dies kann durch die Bestimmung von
V3 erfolgen, dass den Quotienten der Verteilungsvolumina des spezifischen und nicht-
spezifischen Kompartimentes (V3/V2) im Zustand des Equilibriums darstelIt. V3'* ergibt sich aus

(V1/V2)-1, wobel V1 das Gesamtgewebeverteilungsvolumen bezeichnet und gleich der Summe
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ROI-Template

[#mTc)DPD- [#mTc]DPD - [*¥™Tc]DPD -
[#mTe]Tetrofosmin [¥mTe]HMPAD [YEHFR-CIT

Abb. 19. (A) Identifikation des Striatums und des Zerebellums bei der Ratte nach [*?*I]FP-CIT-Applikation.. Die
linke Spalte zeigt einen [*™T¢] DPD- (oben) und einen [*™T¢] Tetrof osmin-Scan (Mitte) des Rattenkopfes sowiedie
Uberlagerung von Knochenstoffwechsel- und Perfusionsscan (unten). Dadiese Tracer nicht die Blut-Hirn-Schranke
durchdringen, erlaubt ihre Verteilung die Lokalisierung von Augenhthlen (1), Schadelhohle (2) und Harderschen
Driisen (3). Die mittlere Spalte zeigt einen [*™Tc]DPD- (oben) und einen [*™Tc]HMPAO-Scan (Mitte) sowie die
Uberlagerung von K nochenstoffwechsel und- und Gehirnperfusionsscan (unten). Die Fusion der [**™Tc]DPD- und
[%™Tc]HM PAO-Bilder erméglicht die Uberlagerung von Kranium (2) und zerebraler [*™Tc]HMPAO-Akkumulation
(5) und elaubt die I dentifizierung desfrontalen Kortex' (6) und des Zerebellums (7) relativ zum Kranium. Dierechte
Spalte zeigt einen [*™Tc]DPD- (oben) und einen [*®I]FP-CIT-Scan (Mitte) sowie die Uberlagerung von
[®¥™c]DPD- und einen [**|]FP-CIT-Bildern (unten). Die Fusion erlaubt die | dentifikation des Rattenstriatums (8)
relativ zu Orbitae (1), Kranium (2) und zur Lokalisation der den [*™Tc] Tetrofosmin-Anreicherungen entsprechenden
extrazerebralen [*®|]FP-CI T-Akkumulationen in den Harderschen Driisen (3). Ausserdem kénnen Kortex (6) und
Zerebellum relativ zum Kranium (2) und zur Lokalisation kortikaler (5) und zerebellérer (7) [*™Tc]HMPAO-
Akkumulationen identifiziert werden. (4), Riechschleimhaut. (B). Template der striatalen (8), kortikalen (6) und
zerebellaren (7) Zielregionen. Die ROIsumschreiben Flachen mit einer GrofRe von 1.5, 1.8 beziehungsweise 7 mmz2,
Nach Nikolaus et al., 2005a.

aus V, und V3ist. Sind die Gleichgewichtskonzentrationen des freien und des nicht-spezifisch
gebundenen Liganden in allen Gehirnregionen gleich, kann V, aus einer transporter- oder
rezeptorfreien Region (REF) abgeleitet werden, und V3'* ergibt sich aus V+(ROI)/V+(REF)-1
(Laruelle et a., 1994). Dieses semiquantitative Mal3 hangt mit BP wie folgt zusammen; V3’ =
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V3/V, = BP/V, = BpadV2Kp = Ka/ks (s. Ubersichtsarbeit von Ichise et al., 2001).

Auswertung. Striatale und kortikale V3"’ -Werte wurden fur MP- und vehikel behandelte
Tiere aus den Radioaktivitdtskonzentrationen (Countmms?) in ROIs und zerebellaren REFs
berechnet. Linke und rechte striatale Radioaktivitdtskonzentrationen wurden fir jedes Tier
gemittelt. FUr jede Behandlungsgruppe wurden die Daten mit dem nicht-parametrischen
Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet (0.48 < p < 0.99). Die Zahlraten in
Speicheldriise und Harderschen Drisen wurden auf das Kleinhirn normiert; auch diese
Quotienten waren normalverteilt (0.22 < p < 1.0). Fir jede Behandlungsgruppe wurden tiber die
striatalen und kortikalen V3'’'-Werte sowie Uber die glanduléren Quotienten MWs und SDs
berechnet. Zwischen den Behandlungsgruppen wurden V3’ -Werte und glandulére Quotienten

mit dem t-Test flr unabhangige Stichproben verglichen (zweisaitig, a = 0.05).

2.2.2.3. Ergebnisse

Abb. 20 zeigt die ['?*I]FP-CIT-Bindung an den striatalen DAT bei einer mit MP (3 mg/

Methylphenidat Methylphenidat Wehikel
(10 mgikg) (3

Abb. 20. [**®¥1]FP-CIT-Bindung nach Behandlung mit 10 mg/kg Methylphenidat, 3 mg/kg Methylphenidat und
Vehikel (0.9% NaCl). Die Abbildungen zeigen V5™ -Werte. Die Berechnung erfolgte mit MATLAB (Version 4.2c,
The MathWorks Inc., Novi, USA). Dabel versteht sich, dass die Berechnung von V3’ nur fir Regionen wie das
Striatum mit spezifischer Radioligandenbindung valide ist.
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mg/kg, 10 mg/kg) und einer mit Vehikel behandelten Ratte. Sichtbar sind die
Radioaktivitatsanreicherungen im Striatum der vehikelbehandelten Tiere. Nach V orbehandlung
mit beiden MP-Dosen ist die striatale [*%]FP-CI T-Bindung deutlich reduziert.

Nach Vorbehandlung mit 0.9% NaCl betrugen die striatalen und kortikalen V3’ -Werte
1.08 + 0.43 (MW = SD) beziehungsweise 0.30 + 0.41. Nach Vorbehandlung mit MP (3 mg/kg)
sank der striatale V3'*-Wert auf 0.56 + 0.39 (t-Test, zweisaitig, p = 0.023). Der kortikale V3**-
Wert betrug 0.36 + 0.57 (p = 0.798). Nach V orbehandlung mit der héheren MP-Dosis (10 mg/kg)
lagen die striatalen und kortikalen V3’ -Werte bel 0.24 + 0.27 beziehungsweise 0.04 + 0.29. Der
Vergleich mit der vehikelbehandelten Gruppe ergab ein p < 0.0001 fur das Striatum, wahrend
das p fur den Neokortex 0.187 betrug. Der Vergleich zwischen den beiden mit MP behandelten

p=0015
1
p=0.0001
Y tIJ 1 Methylpheridat (10 mgidez)
B Methylphemdat (3 mgilke)
_ == Vehikel
7
é' 151 ©
z
a 0
b= Q
= 1.07
E 0
£ b
e Q
= 05
B é o
]
o 8
Q
an (D O= D £

Striatum K ortex

Abb. 21. Striatale und kortikal e Equilibriumsquotienten (V5'*; [*1]FP-CIT) der mit MP (3 mg/kg, n=9; 10 mg/kg,
n = 8) und Vehikel (0.9% NaCl, n = 7) behandelten Tieren. Wiedergegeben sind Mittelwerte und
Standardabweichungen. Die Kreise représentieren die einzelnen Tiere. Nach Nikolaus et al., 2005a und nach
Nikolaus et al., in Vorbereitung.
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Gruppen ergab p-Wertevon 0.07 und 0.172 fr Striatum beziehungswel se Neokortex (Abb. 21).

Fur Speichel- und Hardersche Driisen betrugen die zerebellaren Quotienten 4.83 + 1.96
beziehungsweise 3.29 + 0.81 (Vehikel), 4.39 + 1.95 beziehungsweise 3.50 + 0.92 (3 mg/kg MP)
und 4.17 + 1.76 beziehungsweise 3.03 + 0.76 (10 mg/kg MP). Die t-Tests ergaben keine
Unterschiede zwischen den Gruppen (0.267 < p < 0.815).

2.2.2.4. Diskussion

Diese erstein vivo Untersuchung der DAT-Bindung nach V orbehandlung mit MP bel der
Ratte zeigte eine dosisabhéngige mittlere Reduktion der striatalen [*%|]FP-CIT-Akkumulation
um » 50 (3 mg/kg) beziehungsweise 80% (10 mg/kg). Im Neokortex wurden Reduktionen um »
10 beziehungswel se 70% beobachtet; diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Dieses
Ergebnis kann al's pharmakol ogische Blockade interpretiert werden und zeigt, dass die DAT-
Bindung in vivo mit dem TierSPECT und [*#I]FP-CIT a's Radioligand quantifiziert zu werden
vermag. Die Radioaktivitatsakkumulationen in den Speicheldriisen und Harderschen Driisen
unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen; dies legt nahe, dass die [**I]FP-CIT-
Anreicherung in diesen Regionen unspezifisch ist und in keinerlei Zusammenhang zur DAT-
Bindung steht.

Wiein der einzigen bislang mit [*?*I]FP-CIT und einem aufgeriisteten K leintier-SPECT
durchgeftihrten in vivo Bindungsstudie von Booij und Mitarbeitern (Booij et a., 2002), konnten
die Striata bei den Kontrolltieren deutlich visualisiert werden. Der mittlere striatozerebellare
Quotient liegt in der Studie von Booij und Mitarbeitern bel 3.5 und damit in der gleichen
GrolRenordnung wie der in unserer Untersuchung ermittelte Quotient von 2.09, der einem V3’ -
Wert von 1.09 entspricht. Dieser - wenngleich verhéltnisméliig geringe - Unterschied kann durch
dieunterschiedlichen Konstruktionsmerkmal e der verwendeten Tomographen (dedizierte Kamera
statt aufgertsteter klinischer Scanner mit dickerem Kristall und Parallelloch- statt Pinhole-
Kollimation) erklart werden. R&umliche Auflésung und Sensitivitét des TierSPECTsliegen fir
12| bei 3.4 mm beziehungsweise 16 cpsMBq (Schramm et a., 2000, Wirrwar et a., 2005a),
wahrend die aufgertistete ADAC ARC3000-Kameraeine rdumliche Aufl6sung von 1.3 mm und
eine Sensitivitét von 216 cps/MBq erreicht (Habraken et a., 2001). All dies impliziert eine
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bessere Detektion striataler Signale im Vergleich zum TierSPECT, dessen FWHM bei der
Verwendung *2I-markierter Radiotracer den maximalen striatalen Durchmesser von » 2.5mm
Uberschreitet. Der geringe Unterschied zwischen den mit beiden Scannern ermittelten
striatozerebell&en Quotienten legt dabei nahe, dass die geringere Sensitivitét des TierSPECTs
durch die im Vergleich zur Untersuchung von Booij und Mitarbeitern langeren Messzeiten (60
Projektionen mit einer Messzeit 60 s/Projektion statt 50 Projektionen mit einer Messzeit von 30
s/Projektion) bis zu einem gewissen Grade kompensiert wurde.

Die Reduktion der [**]-FP-CIT-Bindung nach Vorbehandiung mit MP bestétigt die
Ergebnisse friherer Dissektionsstudien (Dresel et al., 1998, Reneman et al., 2001). Dabei
unterscheidet sich jedoch das Ausmal? der induzierten Transporterblockade betréchtlich. Wir
fanden eine » 80%ige Reduktion der striatalen und eine » 70%ige Rreduktion der kortikalen
[*?®|]FP-CIT-Bindung nach Applikation von 10 mg/kg Methyl phenidat, wahrend Reneman und
Mitarbeiter eine » 24%ige Blockade der striatalen und eine » 40% Blockade der kortikalen
[*?®|]FP-CIT-Bindung beobachteten (Reneman et al., 2001). Die Wirkung der niedrigeren
Methylphenidatdosis (3 mg/kg) wurde dabei von Reneman und Mitarbeitern nicht untersucht; sie
fanden jedoch eine » 10%ige Reduktion der striatalen und eine » 47%ige Reduktion der
kortikalen [**1]FP-CIT-Bindung nach 40 mg/kg Methyl phenidat (Reneman et al ., 2001). Ferner
beobachteten wir eine » 50%ige Reduktion der striatalen DAT-Bindung, wahrend Dresel und
Mitarbeiter nach der gleichen Dosis eine » 80%ige Reduktion fanden, jedoch [*™Tc] TRODAT
statt [*|]FP-CIT as Radioligand verwendeten (Dresel et al., 1998). Dresel und Mitarbeiter
applizierten nicht die 10 mg/kg-Dosis, untersuchten jedoch die[*™Tc] TRODAT-Aufnahmenach
0.35 mg/kg, 1.3 mg/kg und 1.9 mg/kg Methylphenidat, wobei Reduktionen der DAT-Bindung
um » 15, 35 und 63%, beobachtet wurden (Dresel et al., 1998). In der Zusammenschau zeigt
damit unsere Untersuchung wie auch die Studie von Dresel et a. eine Abnahme der DAT-
Bindung bei Verabreichung ansteigender Methylphenidatdosen, wéhrend die Ergebnisse von
Reneman et a. eine biphasische DosisWirkungs-Beziehung nahe legen, wenn die
Methylphenidatdosis 10 mg/kg Ubersteigt.

Die einzelnen Befunde sind dabei nicht leicht miteinander zu vergleichen, da sich die
Untersuchungsbedingungen betréchtlich unterscheiden: unsere Ratten wurden nach akuter
Injektion von 3 oder 10 mg/kg Methylphenidat in das Peritoneum untersucht, wéhrend Reneman

und Mitarbeiter 10 oder 40 mg/kg systemisch Gber einen Zeitraum von vier Tagen applizierten
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(Reneman et al., 2001) und Dresel und Mitarbeiter einmalige intravendse | njektionen von 0.35
bis 3 mg/kg verabreichten (Dresel et al., 1998). Uberdies berechneten wir ebenso wie Dresel und
Mitarbeiter den V3’ -Wert als Abschétzung des BPs (Dresel et al., 1998), wahrend Reneman und
Kollegen die spezifische Bindung durch einfache Subtraktion der zerebell&ren von den in den
ROIs gemessenen Radioaktivitdtskonzentrationen ermittelten (Reneman et al., 2001).
Infolgedessen ist esméglich, dassdie[*?*1]FP-CI T-Bindung im Vergleich zur Studievon Dresel
und Mitarbeitern und unserer Untersuchung Uberschétzt wurde. Andererseits jedoch
normalisierten Reneman und K ollegen die gemessenen Zahlraten auf die injizierten Dosen und
das Korpergewicht, worauf sowohl Dresel und Mitarbeiter as auch wir verzichteten; die
mdgliche Folge der nicht durchgefiihrten Normalisierung ist ebenfalls eine Uberschétzung der
Radioaktivitatskonzentrationen im Vergleich zur Untersuchung von Reneman und Mitarbeitern.

Der wesentliche Unterschied zwischen den Studien von Dresel beziehungsweise
Reneman und Mitarbeitern und unserer Untersuchung bestand darin,, dassbei jenen die Gehirne
der Ratten seziert und die einzelnen Regionen im Gammazahler gemessen wurden (Dresel et dl.,
1998, Reneman et al., 2001), wahrend unsere Untersuchung in vivo durchgefihrt wurde.
V orangegangene Untersuchungen haben gezeigt, dass die Radioaktivitatskonzentrationen in vivo
infolge des Partial volumeneffektes unterschétzt werden konnen (Humeet a., 1996); ebenso sind
Uberschatzungen der Radioaktivitatskonzentrationen durch Spill-over aus den Harderschen
Driusen moglich (Kugeet al., 1997). Der Partialvolumeneffekt erschwert die Quantifizierung der
Radi oaktivitétskonzentrationen in dinnen Strukturen wie dem Neokortex und den kaudalen
striatalen Anteilen, wahrend Spill-over-Effekte vornehmlich die frontokortikalen und die
rostralen striatalen Regionen betreffen. Dain unserer Studie weder eine Partialvolumen- noch
eine Spill-over-Korrektur durchgefihrt wurde, ist eine Konfundierung der Quantifizierung der
striatalen wie auch kortikalen im Vergleich zu den zerebel | &ren Radi oaktivitdtskonzentrationen
moglich, da das Kleinhirn durch seine Grofe und seine kaudale Lokalisierung weder von
Partialvolumen- noch noch Spill-over-Effekten betroffen ist. Infolgedessen kdnnen sich die
resultierenden Quotienten von den mit der Dissektionsmethode erhaltenen unterscheiden.
Uberdies kann die starke Abnahme der kortikalen DAT-Bindung bei den mit der htheren MP-
Dosis behandelten Tieren auf den Mangel an Spill-over aus dem angrenzenden Neostriatum
zurlickzuftihren sein und reflektiert mithin bis zu einem gewissen Grade die Abnahme der
striatalen [*?*|]FP-CIT-Akkumulation.
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EineLimitierung dieser Studieresultiert ausdem Umstand, dassdiefir die Identifikation
der anatomischen Landmarken verwendeten Uberlagerungsbilder mit der in das MPI-Tool
implementierten Fusionsfunktion erfolgte, worauf die Bilder durch manuelle Verschiebungin x-,
y- und z-Achse bestmoglich zur Deckung gebracht wurden. Beides stellt eine potentielle
Fehlerquelle dar, zumal keine zusétzlichen radioaktiven Markierungen auf die Rattenkdpfe
aufgebracht wurden. Uberdies stammten die [*™Tc]DPD-, [®™Tc]Tetrofosmin- und
[*™Tc]HMPAO-Scans von anderen Tieren als die [*?*I]FP-CIT-Bilder. |dealerweise sollte die
Bildgebung des Knochenstoffwechsels, der Perfusion und der Transporterbindung an denselben
Tieren erfolgen. Dahierfir zum Zeitpunkt dieser Studie keine Tierversuchsgenehmigung vorlag,
wurden Ratten des gleichen Alters und Gewichtes verwendet, um die Varianz zwischen den
Versuchstieren so gering wie moglich zu halten. Uberdies wurden alle Ratten in der némlichen
Kopfhalterung (Institut fur Medizin, Forschungszentrum Jilich GmbH) gemessen, um die
reproduzierbare Positionierung des Versuchstieres innerhalb des FOVs zu gewdhrleisten.
Fehlermdglichkeiten bei der Positionierung der ROIswurden ferner dadurch reduziert, dassnicht
die gesamte Zielregion eingegrenzt, sondern eine verhdtnismaldig kleine ROl um das -
insbesondere bei den mit MP behandelten Tieren - einfacher zu lokalisierende
Aktivitdtsmaximum gelegt wurde. Nichtsdestotrotz bleibt festzuhalten, dass die ROI-Definition
auf der Grundlage einer groben Lokalisierung von anatomischen Landmarken erfolgte;
infolgedessen ist esmoglich, dassweder diefur die ROI-Definition ausgewahlten Schichten noch
die Positionen der ROIs auf denselben fir alle Tiereidentisch waren. Dies gilt insbesondere fiir
die MP-behandelten Tiere, bei denen die striatalen Radioaktivitétskonzentrationen signifikant
reduziert waren. All dies reduziert die Vergleichbarkeit der quantitativen Daten, zumal wenn
diese Dissektionsbefunden gegentibergestel It werden.

Ein bedeutender Faktor ist weiterhin die Anasthesie, die die in der Zielregion
gemessenen Radioaktivitdtskonzentrationen unabhéngig von der verwendeten Kamera
beeinflussen kann. So haben Untersuchungen gezeigt, dass Ketavet und Xylazin die spezifische
Bindung des SERT-Liganden [3H](S)-Citalopram und des DAT-Liganden [**°I]PE2I reduzieren
(Elfving et al., 2003), Ketamin allein aber die des D,-Rezeptorliganden [*'C]M SP-Bindung
erhoht (Onoeet al., 1994). Dafir andere Anésthetika (1sofluran, Halothan: I shiwataet al., 1999,
Elfvingetal., 2003, Maet a., 2004; Pentobarbital: Onoe et a., 1994) dhnliche Beeinflussungen

der Bindung unterschiedlicher Liganden beschrieben wurden, flhrten wir unsere Untersuchungen
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ungeachtet der beschriebenen Effekte von Ketavet und Xylazin mit diesen Substanzen als
Anésthetikadurch. Damit ist nicht von der Hand zu weli sen, dass K etavet/Xylazin auch in unserer
Untersuchung in Analogie zur [*°I]PE2I-Bindung an den DAT zu einer Erniedrigung der
['%1]FP-CIT-Bindung im Striatum der Rattefiihrte. Dajedoch in allen Versuchsbedingungen die
gleiche Anasthesie vorgenommen wurde, bleibt die Vergleichbarkeit der Daten Uber die
Behandlungsgruppen hiervon unberthrt.

Esist bemerkenswert, dassdie mit dem TierSPECT nachgewiesene MP- induzierte DAT-
Blockade friihere in vivo (Volkow et al., 1998, Krause et al., 2000) und post mortem Befunde
(Dresel et al., 1998, Reneman et a., 2001) an Menschen (Volkow et al., 1998, Krause et al.,
2000) und Ratten (Dresel et al., 1998, Reneman et al., 2001) bestatigt. Dartberhinaus konnte
erstmalig die Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen MP und der striatalen DAT-Blockade am
lebenden Tier dargestellt werden. Die Tatsache, dass das Ausmal’ der MP-induzierten DAT-
Blockadein seiner Abhéngigkeit von der applizierten Dosis quantifiziert werden konnte, ist dabel

ein Beleg fur die Zuverl&ssigkeit unserer in vivo Methode.
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2.2.3. Quantifizierung der [*?31]IBZM-Bindung an den striatalen D,-Rezeptor bei
unbehandelten Ratten, nach pharmakologischer Blockade mit Haloperidol und

nach Erhdhung der synaptischen Dopaminkonzentration®

2.2.3.1. Einleitung

Zahlreiche in vivo Humanbefunde zeigen, dass verschiedene neurologische und
psychiatrische Erkrankungen mit Veradnderungen der D,-Rezeptordichte einhergehen; hierzu
gehort neben der Parkinsonschen Krankheit (Hagglund et al., 1987, Rinneet a., 1990, Briicke et
a., 1991, Hierholzer et a., 1992, Antonini et al., 1994, 1995, Piccini et a., 1995, Turjanski et d.,
1997) vor allem die MSA (Verhoeff et al., 1990, Schwarz et al., 1992, 1983, Van Royen et al.,
1993), die Schizophrenie (Wong et al., 1985, 1986, Smith et al., 1988, Farde et al., 1988, 1992,
Tune et a., 1993) und die Depression (D'haenen et al., 1994, Ebert et al., 1994, Larisch et al.,
1997, Volkow et a., 1997, Klimke et al., 1998).

Viele Beobachtungen legen eine Beziehung zwischen der synaptischen
Neurotransmitterkonzentration und der Dichte der postsynaptischen Bindungsstellen nahe: so
konnte bei Parkinsonpatienten gezeigt werden, dass die Degeneration der nigrostriatalen
Faserverbindungen zu einer Verringerung der endogenen DA-Konzentrationen fuhrt, die
ihrerseits eine  kompensatorische  Hochregulation  der  postsynaptischen  Do-
Rezeptorbindungsstellen bedingen (Rinne et al., 1990). Dies gilt fur die Frihphase der
Erkrankung, wahrend im fortgeschrittenen Stadium auch eine Reduktion der D,-Rezeptoren
augenfalligwird (Hierholzer et a., 1992). Einweiteres Beispidl ist die Wirkung des synaptischen
DAsauf die postsynaptische D,-Rezeptorbindung nach Challenge mit Stimulanzienwie MP, die
eine Erhdhung der DA-Konzentration im synaptischen Spalt und auf diese Weise eine
Verringerung der verfligbaren Do-Rezeptoren induzieren (Volkow et al., 1994).

Nach der in Kapitel 2.2.1. geschilderten Quantifizierung der D,-Rezeptorverfligbarkeitim
Striatum der normalen, unbehandelten Ratte und nach 6-OHDA-induzierter Reduktion der
synaptischen DA-Konzentration wenden wir uns nunmehr der Quantifizierung der Do-

Rezeptorverfugbarkeit nach pharmakologischer Blockade mit HAL und nach Erhdhung der

6 Durchfihrung des Experimentes: Januar 2004 — Mé&rz 2004; Erstpublikation: Juni 2005 (online)
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synaptischen Dopaminkonzentration mit MP zu.

HAL wurde im Jahre 1958 synthetisiert und ein Jahr spéter in die klinische Praxis
eingefuhrt. Bis heute ist es die zur Behandlung von akuter wie chronischer Schizophrenie am
haufigsten eingesetzte, neuroleptische Droge. HAL ist ferner bel der Behandlung von Tics,
verbalen Ausbriichen im Zuge des Gilles-de-la-Tourette-Syndroms und explosiver
Ubererregbarkeit indiziert und kann zudem zur K urzzeitbehandlung hyperaktiver Kinder mit den
Begleitsymptomen Unaufmerksamkeit, Impulsivitdt, Agressivitd, Stimmungdlabilitdt und
geringer Frustationstoleranz eingesetzt werden.

HAL ist eintertiares Amin, das der Butyrophenongruppe angehort (Abb. 4). Eswirdrasch
absorbiert, wobei die maximale Plasmakonzentration bei gesunden Versuchspersonen nach
intravenoser Gabe unmittelbar nach der Injektion erreicht wird; im Gegensatz hierzu wurde die
maximale Plasmakonzentration 20 bis 40 Minuten beziehungsweise drei Stunden nach
intramuskul drer und oraler V erabrei chung gemessen (Forsman & Ohman, 1976, Forsman, 1976).

Bel gesunden Probanden variiert die Eliminationsha bwertzeit - unabhangig von der Art der
Applikation - zwischen 12 und 22 Stunden (Forsman & Ohman, 1976). Bei psychotischen
Patienten wurden &hnliche Zeitpunkte der maximalen Plasmakonzentration und biologische
Halbwertszeiten beobachtet (Schaffer et al., 1982, Cheng et al., 1987). Insgesamt jedoch zeigen
sowohl Normal probanden als auch psychotische Patienten hohe interindividuelle Varianzen (s.
Ubersichtsarbeit von Froemming et al., 1989). Die absolute Bioverfiigbarkeit liegt beim
Menschen zwischen 60 und 70% (Forsman & Ohmann, 1976).

HAL wird in Leber und Niere metabolisiert; dabei werden 50 bis 60% des applizierten
HAL sdurch die Uridindiphosphat(UPD)-Glucoronosyltransferase zu HA L-Glucoronid umgesetzt
und tber den Urin ausgeschieden (Oidaet al., 1989). Zwanzig bis 30% werden zum einen durch
oxidative N-Dealkylierung in p-Fluorbenzoylpropionsdure und 4-(4-Chlorophenyl)-4-
hydroxypiperidin (Soudijn et al., 1967), zum anderen durch Oxidation in den potentiell
neurotoxischen Pyridiniummetaboliten 4-(4-Chlorophenyl)-1-[4-(4-fluorophenyl)4-
oxobutyl]pyridium umgesetzt. Dabel wurde von Fang und Mitarbeitern gezeigt, dass das
| soenzym Cytochrom P3A4 sowohl die N-Deal kylierung alsauch die Oxidation katalysiert (Fang
etal., 1997). Dierestlichen 20 bis 30% werden durch die Carbonylreductase reduziert (Forsman
& Larsson, 1978), wobei der entstehende Alkohol seinerseits durch Cytochrom P-lsoformen zu
HAL zurtickoxidiert zu werden vermag (Tyndale et al., 1991). Lediglich 1% der verabreichten
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Substanz wird unveréndert im Urin ausgeschieden (Forsman et al., 1974, 1977).

Neurol eptika erhohen Synthese, M etabolismus und Frei setzung von DA im Neostriatum
und verwandten mesolimbischen Strukturen (Carlsson & Lindgvist, 1963, Imperato & Di Chiara,
1985, Zetterstrom et al., 1984, Moghaddam & Bunney, 1990, Pehek & Y amamoto, 1994, Pehek
et a., 1999, Garris et a., 2003). Weiterhin stimulieren sie die elektrische Aktivitat DAerger
Neuronen (Bunney et al., 1973, Chiodo & Bunney, 1983), inhibieren die DA-sensitive AZ
(Karobath et al., 1974) und blockieren durch AMPH und APO induzierte Effekte (Matthysse,
1973, Snyder et al., 1974). Durch die hohe unspezifische Membranl 6slichkeit der Neuroleptika
wurde die Identifikation spezifischer Bindungsstellen erschwert; im Jahre 1975 vermochten
Seeman und Mitarbeiter jedoch zu zeigen, dass Neuroleptika proportional zu ihrer klinischen
Wirksamkeit mit DA um stereospezifische Bindungsstellen kompetitieren (Seeman et al., 1975).
In weiterfihrenden Studien wurde nachgewiesen, dass die antipsychotischen Effekte der
Neuroleptika hoch mit einer D,-rezeptorantagonistischen Wirkung korrelieren (Peroutka &
Snyder, 1980). Dabel liegt der Kp-Wert von HAL fiir den D-Rezeptor bel 1.5nM (Seemanetal.,
1985), wéahrend der Kp-Wert fir den D;-Rezeptor 63 nM betrégt (Seeman & Grigoriadis, 1987).
Darliberhinaus konnte auch eine a;- (Kp: 12 nM; Peroutka et a., 1977) und 5-HT,-
antagonistische Wirkung (Kp: 6 nM; Hyttel, 1983) von HAL nachgewiesen werden.

In vielen in vivo Humanstudien wurde die striatale D,-Rezeptorblockade nach
Behandlung mit Neuroleptika untersucht (s. Ubersichtsarbeit von Nyberg et al., 1998). Bislang
wurde jedoch erst eine bildgebende Untersuchung zur Wirkung von HAL auf die D,-
Rezeptorbindung bel  Tieren durchgefihrt. Hierbei handelt es sich um ein
Verdrangungsexperiment an nicht-humanen Primaten, bei der HAL (0.02 mg/kg) 100 Minuten
nach ['2*1]1BZM-Applikation injiziert wurde und eine Reduktion der [**%1]1BZM-Bindung um
mehr als 60% hervor rief (Innis et a., 1992). Die in vivo Untersuchung der D,-
Rezeptorverflgbarkeit nach Blockade des D,-Rezeptors mit HAL im Tierversuch steht bisdato
aus.

MPwurdeim Jahre 1944 synthetisiert und urspriinglich zur Behandlung von chronischer
M idigkeit, L ethargie, Depression und Narkol epsie eingesetzt (s. Ubersichtsarbeit von Leonard et
a., 2004). Heutigentags beschrankt sich seine Anwendung auf die Behandlung von ADHS bei
Kindern. MP ist ein piperazinsubstituiertes Phenylisoproprylamin (Abb. 4), das - wie viele

AMPH-Derivate - als psychomotorisches Stimulanswirkt. Eshat zwel chirale Zentren und kann
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folglichinvier verschiedenen Stereoisomeren vorliegen. Dadie erythro-lsomere nur eine geringe
stimulierende Wirkung zeitigen (Szoporny & Gorog, 1961), wird beim Menschen eine
razemische Mischung aus D- und L-threo-MP (Ritalin) eingesetzt. Dabei konnte jedoch gezeigt
werden, dass die pharmakol ogische Aktivitdt vornehmlich dem D-threo-Enantiomer innewohnt,
dasnicht nur in héherem Mal3e lokomotorische Aktivitét induziert, sondern auch eine gesteigerte
Inhibierung der DA- und NA-Wiederaufnahmein striatal e und hypothal ami sche Synaptosomen
bewirkt (Patrick et al., 1987).

DL-threo-MP wird rasch absorbiert, wobei die maximale Plasmakonzentration 1 bis 3
Stunden nach Einnahme erreicht wird. Auch die Metabolisierung erfolgt zligig; MPwird zu 80%
zu Ritalinséure umgesetzt und Uber die Niere ausgeschieden (Wargin et al., 1983, Patrick et al.,
1981, Aoyamaet a., 1994). Ein weiterer Metabolit ist das DL -threo-6-Oxo-methylphenidat, das
bei der Ratte zu DL-threo-5-Hydroxy-6-oxo-methylphenidat umgesetzt wird, jedoch in so
niedrigen Konzentrationen im Gehirn nachgewiesen wurde, dass eine Mediierung zentraler
Effekte durch diese Substanz praktisch ausgeschlossen ist (Patrick et a., 1981).

Beim Menschen liegt die absolute Bioverflgbarkeit von DL-threo-MP zwischen 11 und
53% (Chan et al., 1983); auch fur die Ratte wurde eine absol ute Bioverflgbarkeit von nur etwa
20% nachgewiesen (Wargin et a., 1983). Dies hat seine Ursache in dem ausgepragten
préasystemischen Metabolismus von MP, infolgedessen es zu etwa der gleichen Zeit wie sein
hauptsachlicher Metabolit, die Ritalinsaure, in den systemischen Kreislauf gelangt. Uberdies
konnte gezei gt werden, dass M P - neben dem nicht-enzymatischen Abbau zu Ritalinséure - durch
Plasma- oder Gewebeesterasen hydrolysiert zu werden vermag (Wargin et al., 1983). Dieses
breite metabolische Spektrum bietet eine Erkléarung fir die beobachtete grofie inter- und
intraindividuelle Variabilitdt hinsichtlich der MP-Konzentrationen im Plasma und der zum
Erreichen der optimalen pharmakol ogi schen Wirkung erforderlichen klinischen Dosen (V olkow
et al., 1996).

MP kompetitiert mit DA um die DAT-Bindungsstellen und inhibiert die DA-
Wiederaufnahme mit einer dem Kokain vergleichbaren Potenz (Gatley et a., 1996): in vitro
wurde fir MP ein K;-Wert von 390 nachgewiesen, wahrend der K;-Wert von Kokain 640 nM
betragt (Ritzet a., 1987). Neben dem DAT bindet MP auch an den NET (K;: 256 nM), wahrend
der K; fir den SERT > 10000 nM ist (Lile et al., 2003).

Verschiedene Humanuntersuchungen haben gezeigt, dass PET und SPECT eingesetzt
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werden kdnnen, um aktuelle Fluktuationen in der synaptischen DA -K onzentrationen zu messen
(s. Ubersichtsarbeit von Laruelle, 2000). Das diesen Untersuchungen zugrundeliegende Prinzip
ist die Kompetition zwischen endogenem DA und exogenem Radioliganden, wobei
Verénderungen in der synaptischen DA-Konzentration Verénderungen in der Rezeptorbesetzung
durch den exogenen Liganden zeitigen, dadiesem nunmehr weniger Rezeptorbindungsstellen zur
Verfligung stehen. Entsprechend zeigten Studien an nicht-humanen Primaten, dassdie Depl etion
endogenen DAs durch Reserpin oder g-Butyrolacton die Bindung von [**C]Racl oprid-Bindung an
den D,-Rezeptor zu reduzieren vermag (Gatley et a., 1995, Ginovart et al., 1997). Umgekehrt
fuhrt die Erhdhung der synaptischen DA-K onzentration durch elektrische Stimulation DAerger
Neurone oder pharmakologische Challenge mit AMPH, GBR12909 und Kokain zu einer
Reduktion der [*'C]Racloprid-Bindung an den D,-Rezeptor (Villemagneet al., 1988, Dewey et
al., 1993, Carson et a., 1997, Hartvig et ., 1997, Ginovart et al., 1998, 1999, Priceet al., 1998,
Volkow et a., 1998, Abi-Dargham et a., 1999). Ebenso zeigten VVolkow und Mitarbeiter, dass
die Applikation von MP bei nicht-humanen Primaten eine Reduktion der [*C]Racloprid-Bindung
zu induzieren vermag (Volkow et al., 1999). Die Verabreichung einer Dosis von 0.5 mg/kg 5
Minuten vor Radioligandeninjektion fihrte dabei zu einer Verringerung um 32%.
Geringergradige Reduktionen traten mit zunehmendem zeitlichem Abstand zwischen MP- und
[*'C]Racloprid-Injektion auf. In weiterfiihrenden Studien untersuchten Volkow und Mitarbeiter
die Wirkung therapeutischer MP-Dosen auf die synaptischen DA-Konzentrationen beim
Menschen (Volkow et al., 2001); sie bestimmten die D,-Rezeptorbindung eine Stunde nach
oraler Verabreichung von 60 mg MP und fanden dabei eine 20%ige Reduktion des BPs. Eine
spétere Studie ergab eine Reduktion des BPs um 5% nach V erabrei chung einer oralen Dosisvon
20 mg (Volkow et al., 2002).

In einer Untersuchung zur Beziehung zwischen der Dy -Rezeptorbindung und
Veranderungen in der synaptischen DA-K onzentration bel nicht-humanen Primaten applizierten
Breier und Mitarbeiter zwei AMPH-Dosen (0.2 und 0.4 mg/kg) und beobachteten in der Folge
eine mittlere Reduktion der [*'C]Raclopridbindung an den striatalen D,-Rezeptor um 10.5
beziehungsweise 20%. Zusétzliche Mikrodialysestudien zeigten, dass die Reduktion der Do-
Rezeptorbindung von einer Zunahme der synaptischen DA-Konzentration auf das finf-
bezi ehungswei se fiinfzehnfache der Ausgangskonzentration begleitet wurde (Breier et al., 1997).

Volkow und Mitarbeiter schétzten auf der Grundlage dieser Arbeit, dass eine Anderung von
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Bmax/Kp um 1% mit einer achtfachen Zunahme der synaptischen DA -Konzentration einhergeht
(Volkow et al., 2002).

Auch die indirekte Reduktion der synaptischen DA-Konzentration durch Erhéhung der
GABAergen- und 5-HTergen Neurotransmission induziert bei nicht-humanen Primaten eine
Zunahme der [*'C]Racloprid-Bindung (Dewey et a., 1992, 1995), wahrend die indirekte
Steigerung durch Applikation des NMDA-Antagonisten Ketamin eine Abnahme der
[**C]Racl oprid-Bindung bewirkt (Ginovart et al., 1998). Studien mit dem Racloprid-Analogon
['%1]1BZM nach Applikation von AMPH fiihrten zu vergleichbaren Resultaten (Inniset a., 1992,
Laruelle et al., 1997). Das Namliche gilt fir andere Benzamide wie [**I]IBF,
[*®F] Fluoropropylepideprid ([**F]FBP) und [***l]Fallyprid (Kessler et al., 1993, Laruelleet al.,
1997, Mach et al., 1997, Mukherjee et al., 1997, Price et d., 1998). Interessanterweise jedoch
konnte kein Effekt von AMPH auf die[**C]M SP-Bindung nachgewiesen werden (Hartvig et d.,
1997). Auch die an Nagetieren durchgefihrten autoradiographischen Untersuchungen liefern
kontroverse Befunde: wahrend die mit [2H] Propylnorapomorphin ([*H]NPA; Kéhler et al., 1981,
van der Werf et al., 1983, Ross & Jackson,1989a), ['*C]APO (Zijlstraet al., 1993), [*H]Racl oprid
(Ross & Jackson, 1989b, Seeman et al., 1990, Inoueet a., 1991, Young et al., 1991, Bischoff &
Gunst, 1997, Kim et al., 1998) und [**1]IBZM (Niehoff et al., 1979, Guo et al., 1999) nach
Behandlung mit Reserpin, g-Butyrolacton, a-Methylparatyrosin (AMPT), AMPH, MP und
Amfolsaure durchgefihrten Untersuchungen mit dem Rezeptorbesetzungsmodell konsistente
Resultate ergaben, zeitigte die Inhibierung der DA-Ausschittung in Studien mit den D,-
Rezeptorliganden [*H]Spiperon und [*H]Pimozid eine paradoxe Abnahme der
Radioligandenbindung. Eine ebenso paradoxe Zunahme der Radioligandenbindung rief die
Steigerung der DA-Ausschtittung hervor (Baudry et al., 1977, Niehoff et a., 1979, Seemanet d.,
1989, Inoue et a., 1991, Young et a., 1991, Bischoff & Gunst, 1997).

Bis zum Zeitpunkt der Planung und Durchfihrung dieses Experimentes war erst eine
Untersuchung zur Wirkung von M P auf die D,-Rezeptorbindung mittels[%|]I1BZM durchgefihrt
worden (Booij et al., 1997); hierbei handelte es sich um eine Humanstudie an normalen
Probanden, bei der MP (0.5 mg/kg) zwei Stunden nach ['%1]1BZM-Applikation infundiert wurde
und eine 9%ige Reduktion der D,-Rezeptorbindung im Vergleich zur Baseline-Messung
induzierte. Eine Untersuchung der D,-Rezeptorverfligbarkeit nach Erhdhung der endogenen DA-

Konzentration in Human- oder Tierversuch stand bis dato aus.
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In der im Folgenden dargestellten, mit dem TierSPECT durchgefihrten Studiewurde das
BPvon [*1]1BZM zunéchst im Striatum der unbehandelten Ratte quantifiziert (Nikolauset al.,
2005b). Welitere Quantifizierungen der D,-Rezeptorbindung folgten an denselben Tieren nach
Vorhandlung mit HAL und MP. Auf der Grundlage der nach MP-Challenge gemessenen D,-
Rezeptorbindung wurde eine Abschédtzung der stimulanzieninduzierten Verénderung der DA -

K onzentration vorgenommen.

2.2.3.2. M ethode

22321 Versuchstiere

AlsVersuchstiere dienten zehn mannliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 432 +
49 g (Tierversuchsanlage, Heinrich-Heine-Universitét, Dusseldorf). Die Experimentewurdenvon
der Bezirksregierung in Diissel dorf genehmigt und in Uberei nstimmung mit den ,, Prinzipen der
Labortierpflege’ (NIH Publikation No. 68-23, revidierte Fassung von 1985) und dem Deutschen
Tierschutzgesetz in der Nuklearmedizinischen Klinik (Universitatsklinikum Dusseldorf)
durchgefihrt.

22322 SPECT-Messungen

Bildgebung des D,-Rezeptors. Die Ratten wurden einer Baseline-Messung der Do-
Rezeptorbindung (n = 10) und nachfolgenden Untersuchungen nach V orbehandlung mit HAL (n
=10), MP (n=9) und Ethanol (ETH; n = 4) unterzogen. Dabei wurden dieV orbehandlungen mit
HAL und MPinrandomisierter Relhenfol ge vorgenommen; zwischen den Untersuchungen lagen
11 + 5 Tage. Fir die Baseline-Messungen wurden die Tiere kurzzeitig mit Isolfluram (Forene®,
Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden, BRD) anésthesiert und erhielten Injektionen von
Ketaminhydrochlorid (K etavet®, Pharmacia GmbH, Erlangen, BRD; Konzentration: 100 mg/ml,
Dosis0.9 ml/kg) und Xylazinhydrochlorid (Rompun®, Bayer, Leverkusen, BRD; Konzentration:
0.02 mg/ml, Dosis: 0.4 mg/kg) in das Peritoneum injiziert. [*?*1]IBZM (Amersham Buchler,
Braunschweig, BRD; 24 + 4 MBq; Konzentration: 3.4 x 10”° g/ml, spezifische Aktivitét: > 74
TBg/mmol) wurde den Tieren mit Hilfe eines Butterflys in die laterde Schwanzvene

appliziert.Der Schlauch des Butterflys wurde mit 1 ml 0.9% NaCl gesptilt, so dass das gesamte
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Injektionsvolumen 1.3 ml betrug. In den nachfolgenden Experimenten wurde den Ratten 1
Stunde vor ['**1]IBZM-Injektion entweder 1 mg/kg HAL (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD;
Konzentration: 1 mg/ml, Vehikel: 100% ETH), 10 mg/kg MP (Medikinet®, zur Verfligung
gestellt von Medice GmbH & Ko.KG, Iserlohn, BRD; Konzentration: 10 mg/ml, Vehikel: 0.9%
NaCl) oder 1 ml/kg ETH (Konzentration: 100 mg/ml) in das Peritoneum appliziert.

Da vorausgegangene Messungen am Menschen gezeigt haben, dass die spezifische
Bindung von [*2*1]1BZM 40 Minuten nach I njektion ein Plateau erreicht, dashis zu zwei Stunden
lang stabil bleibt (Verhoeff et a., 1991b, Seibyl € a., 1992), wurden die TierSPECT-Messungen
45 Minuten nach Radioligandenapplikation durchgefiihrt. Die Datenakquisiton erfolgte in
Winkel schritten von 6° (60 Projektionen, 60 s/Projektion) mit e nem Rotationsradiusvon 65 mm.
Das Energiefenster wurde auf den Gamma-Photopeak von 3| (150 keV + 15%) eingestelt.

Datenanalyse. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem MPI-Tool (Advanced Tomo
Vision, Erftstadt, BRD). Wie die in Kapitel 2.1.3. dargestellte Untersuchung veranschaulicht,
sind die Basalganglien nach Vorbehandlung mit HAL und MP infolge der reduzierten Do-
Rezeptorbindung schwierig zu lokalisieren (Abb. 15); diesgilt auch fur dasKleinhirn, dasdurch
eine niedrige D,-Rezeptordichte gekennzeichnet ist. Aus diesem Grund wurde ein [*31]1BZM-
mit einem [*™Tc] DPD-Scan tiberlagert (Abb. 22A) und auf dem Fusionsbild ein ROI-Template
mit striatalen, kortikalen und zerebelléren ROIs definiert, die kreisférmige (Striatum) oder
ellipsoide (Neokortex, Zerebellum) Flachen mit einer Grof3e von 1.5, 1.8 beziehungsweise 7 mm?
umschrieben und Gber dem Aktivitdtsmaximum der jeweiligen Strukturen platziert wurden (Abb.
21A). Dieses Template wurde jewells auf die Bilder der HAL-, MP- und ETH-behandelten
Ratten Ubertragen, wobei die einzelnen ROIsohne Veranderung ihresUmrisses oder ihrer Grofie
Uber die jewelligen Aktivitdtsmaxima gelegt wurden.

Da auch die Harderschen Drisen und die Speicheldriisen durch eine ausgeprégte
Radi oaktivitatsakkumul ation gekennzeichnet sind, wurden auch innerhalb dieser Strukturen auf
transversalen beziehungswei se sagittalen Bildern ROIs (Flache: 1.5 mm?) definiert. Dabel ist bei
der réumlichen Auflosung des TierSPECTS keine Differenzierung zwischen den
Radioaktivitétsanreicherungen in den paarigen Speicheldriisen, die sich Uber den gesamten
ventralen Hal sberei ch ausdehnen und den dorsal von ihnen gelegenen Schilddriisen moglich, die
lediglich 1 mm lang sind und beiden Seiten der Trachea anliegen.

Bestimmung von V3"’ Bei der Beschreibung des kinetischen Verhaltens von [*2*1]1BZM
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Abb. 22. (A) Identifikation des Striatums und des Zerebellums bei der Ratte nach [l]IBZM-Applikation. Die
Abbildung zeigt einen [*™Tc] DPD-Scan (oben), einen [*31]1BZM-Scan (Mitte) und die Uberlagerung beider Bilder
(unten). Das Fusionshild erlaubt die | dentifikation des Striatums (4) und des Zerebellums (5) relativ zu Orbitae (1)
und Schadelhthle (2).3, Hardersche Driise. (B) Charakteristischer Koronarschnitt des Rattenkopfesin Baseline (links
oben) und nach Vorbehandlung mit HAL (rechts oben), MP (links unten) und ETH (rechts unten). 3, Hardersche
Driise, 4, Striatum, 5, Zerebellum. Nach Vorbehandiung mit HAL und MP sind die [*?1]IBZM-Anreicherungen
deutlich reduziert. Die Abbildungen zeigen V3 -Werte. Die Berechnung erfolgtemit MATLAB (Version4.2c, The
MathWorksInc., Novi, USA). Dabei versteht sich, dassdie Berechnung von V5™ nur fiir Regionen wie das Striatum
mit spezifischer Radioligandenbindung valideist. Die abgebildete Ratte zeigte V3 -Wertevon 1.96 (Baseline), 0.77
(HAL), 1.21 (MP) und 1.26 (ETH). Nikolaus et al., 2005b.

kann man von einem Drei-Kompartiment-Modell mit einem Blutplasma- (C;) und zwel
Gewebekompartimenten C, und C; ausgehen, die die artieriellen, freien plus nicht-spezifisch
gebundenen und spezifisch gebundenen Radioligandenkonzentrationen bezeichnen. Fur die
exakte Bestimmung des BPs ist die Messung der nicht-metabolisierten und nicht an Proteine

gebundenen Fraktionen in C; erforderlich; sind diese Werte nicht verflgbar, missen
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Abschétzungen des BPs vorgenommen werden. Dies kann durch die Bestimmung von V3’
erfolgen. Sind die Gleichgewichtskonzentrationen des freien und des nicht-spezifisch
gebundenen Liganden in allen Gehirnregionen gleich, ergibt sich V3'' ausV1(ROI)/V+(REF)-1
(Laruelle et al., 1994). Dieses semiquantitative Mal3 hangt mit BP wie folgt zusammen; V3’ =
V3/V, = BP/V, = BnadV2Kp = ka/ks (s. Ubersichtsarbeit von Ichise et al., 2001).

Auswertung. Diestriatalen V3’ -Werte wurden fur die einzelnen Bedingungen (Basdline,
HAL, MP, ETH) aus den Radioaktivitétskonzentrationen (Counts/mm?) in ROIsund zerebel | &rer
REF berechnet. Linke und rechte striatal e Radioaktivitétskonzentrationen wurden fUr jedes Tier
gemittelt. Fur jede Behandlungsbedingung wurden die Daten mit dem nicht-parametrischen
Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet (0.754 < p < 0.981). Die Zé&hlrate in
Speicheldriise und Harderschen Drisen wurden auf das Kleinhirn normiert; auch diese
Quotienten erwiesen sich als normalverteilt (0.424 <p < 1).

Unsere Abschétzung der MP-induzierten Verdnderung der synaptischen DA-
Konzentration beruht auf folgender Uberlegung: bei Annahme einer gleichen Affinitét von
exogenem und endogenem Liganden fur den D,-Rezeptor liegt einer Reduktion der exogenen
Ligandenbindung um einen beliebigen Prozentsatz eine Erhdhung der endogenen
Ligandenbindung um den gleichen Prozentsatz zugrunde. Wenn sich jedoch die Affinitaten
unterscheiden, muss dieser Unterschied in die Berechnung eingehen. Dadie Do-Rezeptoraffinitét
K (= 1/K ) des endogenen Liganden DA (Kp = 7.5nM, Kengo = 0.13nM™; s. Ubersichtsarbeit von
Seeman & Grigoriadis, 1987) digjenige des exogenen Liganden [**1]IBZM (Kp =0.28 nM,
Verhoeff et a., 1991b; Kp=1.2 nM, dePauliset ., 1988; MW: 0.74 nM, Keo = 1.35 nM'l) um
einen Faktor 10 unterschreitet, multiplizierten wir fir jedes Tier die prozentuale Abnahme der
exogenen Ligandenbindung mit diesem Faktor (Kexo/Kendo), UM einen Schétzwert fur die
Erhohung der endogenen Ligandenkonzentration zu erhalten.

Fir jede Bedingung wurden MWsund SDs berechnet. Die striatalen V3''-Werteund die
glandul@ren Quotienten wurden mit dem paarigen t-Test (zweiseitig, a = 0.05) zwischen den
Behandlungsbedingungen verglichen (BaselinevsHAL: n=10; BaselinevsMP: n=9; Baseline
vs ETH: n = 4; HAL vs MP: n = 9; HAL vs ETH: n = 4; MP vs ETH: n = 4). Fur multiple

Vergleiche wurde nicht korrigiert.
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2.2.3.3. Ergebnisse

Abb. 22B zeigt die charakteristischen intra- und extrazerebralen Anreicherungen von
[***111BZM unter Baseline-Bedingungen (links oben) auf einem Koronalschnitt durch den
Rattenkopf. Deutlich sichtbar ist die[*?31]1BZM-Akkumulation im paarigen Striatum und in den
rostral gelegenen Harderschen Driisen. Diefolgenden Bilder zeigen die['#I]IBZM-Anreicherung
nach Vorbehandlung mit HAL (rechtsoben), MP (linksunten) und ETH (rechtsunten). Dabel ist
die[**31]1BZM-Bindung an den D,-Rezeptor nach \ orbehandlung mit sowohl HAL alsauch MP

deutlich reduziert.

A
p<0.0001
| | | |
=0.009
2.2+ ——
O
= O
Q

Equilibriumsquotient (V;;MW £ SD)

mm Bascline ]F it
== Haloperidol =g b

== Methylphenidat
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Striatum

Abb. 23. Striatale Equilibriumsquotienten (V45'*; [*21]IBZM) in Baseline und nach Vorbehandlung mit HAL (1
mg/kg), MP (10 mg/kg) und ETH. Wiedergegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Die Kreise
représentieren die einzelnen Tiere. Nikolaus et al., 2005b.
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In der Baseline-Bedingung und nach Vorbehandlung mit ETH betrugen die striatalen
V3''-Werte1.42 + 0.31 (MW = SD) beziehungsweise 1.35 £ 0.49 (paariger t-Test, zweiseitig, p=
0.205; Abb. 23). Nach Vorbehandlung mit HAL und MP sanken die V3’ -Werte auf 0.54 + 0.46
beziehungsweise 0.98 + 0.48. Die Unterschiede zu den V3’ -Werten der Baseline-Bedingung
waren signifikant (HAL, p < 0.0001; MP, p = 0.009). Dies galt ebenso fur den Unterschied
zwischen den V3’ -Werten nach Vorbehandlung mit HAL und MP (p = 0.002). Ferner war der
Unterschied zwischen den V3’ -Werten nach Vorbehandlung mit HAL und ETH signifikant (p =
0.011). Der Vergleich der V3’ -Werte nach V orbehandlung mit MP und ETH ergab einen p-Wert
von 0.062.

Die striatalen V3’ -Werte nach Vorbehandlung mit MP waren gegentiber der Baseline-
Bedingung um 33.17 £ 31.75% reduziert. Dabel ergaben sich fir die einzelnen Tiere Redukti-
onender V3 '-Werteum 5 bis 79%. Bel einer Ratte war V3 * gegeniiber der Baseline-Bedingung
um 15% erhoht. Unsere Abschétzung ergab, dass die Reduktion der ['2*1]I1BZM-Bindung mit
einer durchschnittlichen Zunahme der synaptischen DA-K onzentration um das Dreifache (auf
331.72 + 317.54% der Ausgangskonzentration) einherging. Nach Ausschlussder Ratte, dieeine
Zunahme der [**1]IBZM-Bindung nach Challenge mit MP zeigte, betrug die prozentuae
Reduktion der [**(]IBZM-Bindung relativ zur Baseline 39.26 + 27.77%. Der Faktor fir die
Zunahme der synaptischen DA-Konzentration lag nunmehr bei durchschnittlich 4 (auf 392.60 +
277.69% der Ausgangskonzentration), wahrend sich flr die einzelnen Tiere Faktoren zwischen
0.5 und 8 ergaben.

Fir Speicheldriise und Hardersche Driisen ergaben sich zerebel lare Quotienten von 3.87 =
1.95und 3.43 = 0.97 (Baseline), 4.40 + 2.68 und 3.33 £0.46 (VVorbehandlung mit HAL), 3.41 +
1.78 und 2.67 = 0.70 (Vorbehandlung mit MP) beziehungsweise 2.67 £ 0.79 und 3.17 = 1.39
(Vorbehandlung mit ETH). Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den
Behandlungsbedingungen (paariger t-Test, zweiseaitig, 0.09 < p < 0.88).

2.2.3.4. Diskussion

Dieswar dieersteinvivo Studie, in der die Do-Rezeptorverflgbarkeit bei der Ratte durch

Bestimmung der [*?*1]IBZM-Bindung in K ompetition mit exogenen und endogenen Liganden
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untersucht wurde. Dabei fuhrte die Vorbehandlung mit HAL und MP zu einer Reduktion des
V3'*-Wertesum ™ 60 beziehungsweise ™ 30%. ETH Ubte keinen signifikanten Effekt auf die
striatale D,-Rezeptorbindung aus. Da die Bestimmung der D,-Rezeptorbindung nach
Vorbehandlung mit ETH als L etztes durchgefiihrt wurde, zeigt die Ubereinstimmung mit den
Baseline-Werten, dass die experimentelle Prozedur (wiederholte Langzeitanésthesie, wiederholte
[®1]1BZM-Applikation etc.) keine negative Wirkung auf die Bindungseigenschaften der Do-
Rezeptoren austibte. Die Radioaktivitétsanreicherungen in Speicheldriisen und Harderschen
Driisen unterschieden sich nicht zwischen den Behandlungsbedingungen; dieslegt nahe, dassdie
[*?®1]IBZM-Anreicherungen in diesen Regionen unspezifisch sind und in keinerlel
Zusammenhang mit der D,-Rezeptorbindung stehen.

Bislang wurde keine in vivo Untersuchung der D,-Rezeptorbindung bei der Ratte nach
HAL- oder MP-Challenge mit [*?*1]IBZM als Radioligand durchgefiihrt. Innis und Mitabeiter
verwendeten zwar HAL (0.02 mg/kg) und [**1]IBZM, fiihrten ihre Untersuchungen aber als
V erdrangungsexperiment an nicht-humanen Primaten durch (Inniset a., 1992), wahrend Booij
und Mitarbeiter die VVerdrangung von [**1]IBZM durch endogenes DA nach Infusion von MP
(0.5 mg/kg) beim Menschen untersuchten (Booij et al., 1997). Ihre Befunde entsprechen insofern
unseren eigenen Ergebnissen, alsbeide Studien eine durch HAL beziehungsweise MPinduzierte
Reduktion der [**1]IBZM-Bindung zeigen. Der Vergleich dieser Studien mit unserer
Untersuchung wird jedoch durch die Unterschiede in der experimentellen Vorgehensweise
(Verdrangung statt D,-Rezeptorblockade, Infusions- stett Einzel-Bolus-Paradigma) und die
wesentlich niedrigeren HAL- (0.02 mg/kg statt 1 mg/kg) und MP-Dosen (0.3 mg/kg statt 10
mg/kg) erschwert.

Die Reduktion der [**|]IBZM-Bindung an die striatalen D,-Rezeptoren nach
Vorbehandlung mit HAL kann als D,-Rezeptorblockade interpretiert werden. Die Affinitét von
HAL fir den D,-Rezeptor der Ratte (Kp = 1.5 nM; s. Ubersichtsarbeit von Seeman &
Grigoriadis, 1987) liegt im Bereich der fur IBZM (Kp=0.28 nM, Verhoeff et al., 1991b; Kp=1.2
nM, de Paulis et al., 1988) berichteten Werte; eine folgerichtige Interpretation der Daten ist
daher, dassdie Reduktion der [?*1]IBZM-Bindung die K ompetition zwischen beiden exogenen
Liganden anzeigt. Die Sachlage wird jedoch durch kontroverse Befunde hinsichtlich der
synaptischen Wirkmechanismen von HAL kompliziert: so zeigten sowohl Mikrodialyse-
(Moghaddam & Bunney, 1990, Pehek & Yamaoto, 1994, Pehek et al., 1999) as auch PET-
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Studien (Ishizu et al., 2000), dass HAL die extrazellul&ren DA-Konzentration akut zu erhbhen
vermag. Dieser Effekt wird durch die Bindung von HAL an die prasynaptischen Do-
Autorezeptoren mediiert, die einen Verlust an negativer Feedback-Kontrolle induziert
(Westerink & de Vries, 1989). Mithin kompetitiert HAL nicht nur mit [*?*1]IBZM um die D.-
Rezeptorbindungsstellen, sondern erhdht in einem gewissen Ausmal3 auch die Kompetition
zwischen ['%1]I1BZM und endogenem DA. Die HA L-induzierte Zunahme der synaptischen DA-
Konzentration wird Gegenstand der im néchsten Kapitel vorgestellten Untersuchung sein.

MP blockiert den présynaptischen DAT und induziert auf diese Weise eine Zunahme der
synaptischen DA-K onzentration (s. Ubersichtsarbeit von Volkow et al., 2002). Folglich kann die
Reduktion der ['%|]IBZM-Bindung an den striatalen D,-Rezeptor al's Ergebnisder Kompetition
zwischen [*?1]1BZM und endogenem DA interpretiert werden. Dabei muss jedoch in Betracht
gezogen werden, dassder K p-Wert von [*1]IBZM fiir den Do-Rezeptor (Kp=0.28 nM, Verhoeff
et a., 1991b; Kp = 1.2 nM, de Paulis et al., 1988) den Kp-Wert von DA (Kp = 7.5 nM. s.
Ubersichtsarbeit von Seeman & Grigoriadis, 1987) um eine GroRenordnung unterschreitet.
Aufgrund dieses Unterschiedes in den Affinitéten ist ein komplexer Zusammenhang zwischen
der MP-induzierten Zunahme der synaptischen DA-Konzentration und der Reduktion der Do-
Rezeptorbindung zu erwarten.

Wir nahmen eine Abschétzung fur die MP-induzierte Zunahme der synaptischen DA-
konzentration vor, indem wir die prozentual e Abnahme der exogenen Ligandenbindung mit dem
Quotienten der Rezeptoraffinitéten (Kexo/Kendo) Multiplizierten. Dabei ergab sich, dass die
Reduktion der [*31]1BZM-Bindung mit einer durchschnittlichen Zunahme der synaptischen DA-
Konzentration um das Dreifache einherging. Hierbel bedarf esjedoch der Erwdhnung, dass die
Ratten hinsichtlich der prozentualen Reduktion der [**|]IBZM-Bindung relativ zur Baseline
deutliche interindividuelle Unterschiede aufwiesen. Wie in Kapitel 2.2.2.1. ausgefuhrt, tragt
hierzu der ausgeprégte prasystemische Metabolismus von MP und die grof3e Anzahl moglicher
Stoffwechselreaktionen bei, die zu einer grof3en inter- und intraindividuelle Variabilitét
hinsichtlich der MP-Konzentrationen im Plasma und der zum Erreichen der optimalen
pharmakol ogischen Wirkung erforderlichen klinischen Dosen fihren (Volkow et al., 1996).

In unserer Untersuchung ergaben sich fir die einzelnen Tiere Reduktionen der V3" -Werte
um 5 bis 79%, wahrend bel einer Ratte V3"’ gegeniiber der Baseline-Bedingung um 15% erhoht
war; im Mittel ergab dies eine durchschnittliche Reduktion der [*2*]IBZM-Bindung ~ 30% mit
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einer ebenso hohen Standardabweichung. Nach Ausschluss der Ratte, die eine Zunahme der
['%1]1BZM-Bindung zeigte, betrug die prozentual e Reduktion der [%1]1BZM-Bindung relativ zur
Basaline™ 40%. Der Faktor fur die Zunahme der synaptischen DA-Konzentration lag nunmehr
bel durchschnittlich 4, wahrend sich fur die einzelnen Tiere Faktoren zwischen 0.5 und 8
ergaben.

In ihrer Anfang 2006 veroffentlichten Studie untersuchten Schiffer und Mitarbeiter die
Effekte von MP auf die ,extrazelluldre” und auf die ,synaptische® DA-Konzentration im
Striatum der Ratte. Dabei gingen sie von der Annahme aus, dass die Messung der Do-
Rezeptorbindung vor und nach pharmakol ogischer Challenge eine (indirekte) Aussage Uber die
Veranderung der DA-Konzentration im ,,synaptischen Kompartiment® ermoglicht, wahrend
durch die Mikrodialysesonde unmittelbar die DA-Konzentrationen im ,extrazelluldren
Kompartiment* abgegriffen wird (Schiffer et a., 2006). Die PET-Untersuchungen mit
[*'C]Racloprid zeigten nach Behandlung mit MP (5 mg/kg) eine Reduktion der striatalen D,-
Rezeptorbindung um 21%; zusétzlich durchgefihrte in vivo Mikrodialysestudien ergaben eine
mittlere Zunahme der extrazelluléren DA-K onzentration um 360%. Dies stellt sowohl qualitativ
als auch quantitativ eine Bestétigung unserer Befunde dar.

Schiffer und Mitarbeiter postulieren, dass die pharmakologisch induzierten
Verénderungen der extrazellul&ren DA-K onzentration quantitativ nicht in jedem Falle exakt mit
den Veranderungen der synaptischen DA-K onzentration Ubereinstimmen (Schiffer et a., 2006).
Dem liegt die Annahme zugrunde, dass bel Substanzen wie AMPH, die Uber DAT-mediierte
Mechanismen aktiv die Freisetzung von DA aus den prasynaptischen Vesikeln induzieren,
extrazelluldre DA-Konzentrationen erreicht werden konnen, die die synaptischen um en
Vielfaches Ubersteigen. Bei Substanzen wie MP jedoch, die die Wiederaufnahme passiv
freigesetzten DAsinhibieren, ist ein Konzentrationsausgleich durch die Diffusion von DA vom
»Synaptischen” in das,, extrazellulére Kompartiment” moglich (Seeman & Madras, 1998). Damit
kann nach Gabe von MP in héherem Ausmald als nach AMPH-Verabreichung von der
synaptischen auf die extrazelluléare DA-Konzentration und vice ver sa geschl ossen werden. Dies
belegt der Befund von Schiffer und Mitarbeitern, der eine ahnliche Beeinflussung der
synaptischen DA-Konzentration durch AMPH und MP, jedoch eine vierfach hdhere Zunahme der
extrazelluldren DA-Konzentration nach Vorbehandlung mit AMPH ausweist (Schiffer et al.,
2006).
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In unserer Untersuchung wurde das Einzel-Bolus- anstelle des von sowohl Innisalsauch
Booij und Mitarbeitern gewahlten Infusionsparadigmas (Innis et al., 1992, Booij et al., 1997)
angewendet. L etztere M ethode gestattet im Gegensatz zum Einzel-Bolus-Paradigmadie direkte
Bestimmung von Qualitét, Quantitdt und Zeitverlauf der durch eine pharmakol ogische Challenge
induzierten Verdnderungen. Dajedoch in den Studien von Innis sowie Booij und Mitarbeitern
Paviane beziehungsweise Menschen untersucht wurden, konnten diese Experimente mit
konventionellen klinischen SPECT-Kameras durchgeftihrt werden, die die Akquisition quasi-
dynamischer Zahlraten erlauben. In unserer an Ratten durchgefihrten Studie verwendeten wir
einededizierte Kleintierkamera, die den Vorteil einer htheren réumlichen Auflésung hat, jedoch
dienachteilige Eigenschaft einer niedrigen Sensitivitét mit sich bringt. Dieses Charakteristikum
ist den meisten Kleintier-Scannern einschliefdlich der aufgertsteten klinischen Kameras (s. Tab.
I1 und 11 im Anhang) gemeinsam und eine Folge der V erwendung diinner Kristalle und Pin- oder
Parallellochkollimatoren kleinen Lochdurchmessers. Infolgedessen sind bei der Durchfiihrung
von Kleintier-SPECT-Studien in der Regel lange Aufnahmezeiten erforderlich, die die
Akquisition hinreichend hoher Zahlraten ermoglichen. Aus diesem Grunde wird in Kleintier-
SPECT-Untersuchungen gemeinhin das Einzel -Bolus-Paradigmaangewendet (Booij et a ., 2002,
Scherfler et al., 2002, Nikolauset al., 2005). Eine Ausnahme stellen die M&usestudien von Acton
und Mitarbeitern dar, denen die Verwendung einer konventionellen Dreikopfkameraeine quasi-
dynamische Datenakquisition und damit die Anwendung eines Infusionsparadigmas erlaubte
(Acton et al., 2002a, b).

In alen bildgebenden Studien an Kleintieren, die unter Anwendung des Einzel-Bolus-
Paadigmas durchgefiihrt wurden, wurden aus den regionalen, unter Equilibriumsbedingungen
gemessenen Radioaktivitdtskonzentrationen striatozerebellére Quotienten (Booij et al., 2002,
Scherfler et al., 2002; s. auch Kapitel 2.1.3.) oder V3’ -Werte (s. Kapitel 2.2.2.) oder V3"’ -Werte
berechnet, die reliable Abschétzungen des BPs darstellen (s. Ubersichtsarbeit von Ichise et al.,
2001). Diesgilt fur die Abschéatzung von Veranderungen der Rezeptorparameter, die durch eine
pharmakol ogische Challenge induziert wurden jedoch nur unter der Voraussetzung, dass die
Challenge keine Wirkung auf das V erteilungsvolumen des nicht-spezifischen Kompartimentes
(V) ausiibt. Gilt diese Annahme nicht, werden durch pharmakol ogische Challenge induzierte
Veranderungen im zerebelléren V erteilungsvolumen des Radiotracers gemessen (Dewey et al.,
1993). Wird f; nicht bestimmt, ist es unméglich zu entscheiden, ob dieselben auf eine
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Veranderung der nicht-spezifischen Bindung im Plasma (1/f;) oder im Zerebellum selbst (1/f,)
zurtickzuftihren sind. Unter diesen Bedingungen kann V3 nicht alsMal3 fir die Rezeptorbindung
abgeleitet werden. Die Bestimmung von V3’ kontrolliert fir Verdnderungeninf,, daV,nichtin
diesen Wert eingeht; jedoch wird das Ergebnis verfa scht, wenn durch die pharmakologische
Intervention Veranderungen in f; induziert werden. V3’ kontrolliert im Gegensatz hierzu fur
Verénderungen in f1, dasich f1im Quotienten V3/V; herauskirzt, fuhrt aber zu Verfél schungen,
wenn Veradnderungen inf, vorliegen. Diesistim Fallevon MP unwahrscheinlich (Volkow et al.,
1998); esbleibt aber nichtsdestoweniger festzuhalten, dassin Ermangelung der Bestimmung von
f1 nicht fur den potentiellen Einfluss einer pharmakologischen Intervention auf die nicht-
spezifische Bindung in Plasma und Gehirn kontrolliert werden kann.

Ein Faktor von zu nicht zu unterschétzender Bedeutungist die Anasthesie, die diein der
Zidlregion gemessenen Radioaktivitétskonzentrationen unabhangig von der verwendeten Kamera
beeinflussen kann. So haben Untersuchungen gezeigt, dass K etavet und Xylazin die spezifische
Bindung des SERT-Liganden [3H](S)-Citalopram und des DA T-Liganden [**|]PE2I reduzieren
(Elfving et al., 2003), Ketamin allein aber die des D,-Rezeptorliganden [**C]M SP-Bindung
erhoht (Onoeet a., 1994). Dafur andere Anasthetika (Isofluran, Halothan: Ishiwataet al ., 1999,
Elfving et a., 2003, Maet al., 2004; Pentobarbital: Onoeet al., 1994) dhnliche Beeinflussungen
der Bindung unterschiedlicher Liganden beschrieben wurden, flihrten wir unsere Untersuchungen
ungeachtet der beschriebenen Effekte von Ketavet und Xylazin mit diesen Substanzen als
Anésthetikadurch. Damit ist nicht von der Hand zu weli sen, dass K etavet/Xylazin auch in unserer
Untersuchung in Analogie zur [**C]M SP-Bindung an den D,-Rezeptor zu einer Erhthung der
['1]1BZM-Bindung im Striatum der Rattefiihrte. Dajedoch in allen Versuchsbedingungen die
gleiche Anasthesie vorgenommen wurde, bleibt die Vergleichbarkeit der Daten Uber die
Behandlungsgruppen hiervon unberthrt.

Eine Limitierung unserer Studie resultiert hingegen aus dem Umstand, dass die fir die
| dentifikation der anatomischen Landmarken verwendeten Uberlagerungsbilder mit der in das
MPI-Tool implementierten Fusionsfunktion erfolgte, worauf die Bilder durch manuelle
Verschiebung in x-, y- und z-Achse bestmdglich zur Deckung gebracht wurden. Beidesstellt eine
potentielle Fehlerquelle dar, zumal keine zusétzlichen Markierungen auf die Rattenkdpfe
aufgebracht wurden. Uberdies stammte der [*™Tc¢]DPD-Scan von einem anderen Tier als die
['21]1BZM-Bilder, wahrend die Bildgebung des K nochenstoffwechsel sideal erwei se an denselben
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Tieren wie die Rezeptorbildgebung erfolgen sollte. Da die ROI-Definition auf einer groben
Lokalisierung anatomischer Landmarken basierte, ist nicht auszuschlief3en, dass weder die fir
die ROI-Definition ausgewahlten Schichten noch die Positionen derselben fir alle Tiereidentisch
waren. Dies gilt insbesondere fur die SPECT-Messungen nach Vorbehandlung mit HAL oder
MP, dadie striatal en Radli oaktivitatskonzentrationen in diesen Fallen erheblich reduziert waren,
was zu einer deutlich Erschwerung der ROI-Definition fuhrte (Abb. 15, 20 und 22).
Infolgedessen ist nicht von der Hand zu weisen, dass Fehler in der Positionierung von ROI oder
REF zu Konfundierungen bei der QuantifizierungvonVs'’ gefhrt haben. Weitere Fehlerquellen
resultieren moglicherweise aus Partialvolumen- (Hume et a., 1996) und Spill-over-Effekten
(Hume et al., 1996, Kuge et al., 1997), die zu Unter- beziehungsweise Uberschatzungen der
striatalen Radioaktivitétskonzentrationen fuhren kénnen. Letzeres ist insbesondere in den
frontokortikalen und rostral gelegenen striatalen Arealen der Fall, wéhrend ersteres die
Quantifizierung der Radioaktivitatskonzentrationen in dinnen Strukturen wie dem Neokortex
und den kaudalen striatalen Anteilen beeintrachtigt. Da in unserer Studie weder eine
Partial volumen-, noch eine Spill-over-K orrektur durchgefiihrt wurde, sind Konfundierungen bel
der Bestimmung der striatalen Radioaktivitétskonzentrationen moglich, wahrend dies bei der
Bestimmung der zerebelldren Radioaktivitdtskonzentrationen unwahrscheinlich ist, da diese
Regioninfolgeihrer Grofie keinem der beiden in Rede stehenden Effekte unterliegt. Dabel ist es
jedoch bemerkenswert, dass die striatozerebel | aren Baseline-Quotienten (Reichwelite: 2.0—-2.9)
in unserer in vivo Untersuchung in der gleichen GrofRenordnung wie der von Verhoeff und
Mitarbeitern bestimmte mittlere D,-Rezeptor-Bindungsguotient von 4.6 lag (Verhoeff et a.,
1991b). In Anbetracht der unterschiedlichen Methoden (in vivo Bildgebung gegentiber ex vivo
Radi oaktivitétsbestimmung von Gewebeproben mit dem Gammazahler) und des Fehlens einer
Partialvolumenkorrektur in unserer Untersuchung zeigen unsere Resultate eine gute
Ubereinstimmung mit den ex vivo Ergebnissen von Verhoeff und Mitarbeitern. Aus dieser
Ubereinstimmung erhellt, dass unsere Methode geeignet ist, reliable Abschétzungen striataler
BPs zu liefern.

Unsere Befunde zeigen, dass mit dem TierSPECT in vivo Untersuchungen der
[?%1]1BZM-Bindung an D,-Rezeptoren in K ompetition mit exogenen und endogenen Liganden
durchgefiihrt werden kénnen. Dabei hat die Durchfiihrung von L ongitudinal untersuchungen an

demselben Tier den besonderen Vorteil, dass auf diese Weise der natiirlichen Varianz der D,-
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Rezeptorbindung unter Baseline-Bedingungen Rechnung getragen wird. Diese Methode wurde
unseres Wissens bislang nicht eingesetzt und ist nicht nur fir die in vivo Evaluierung neuer
Radioliganden sondern auch fir die in vivo Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen
Rezeptor- und/oder Transporterbindung und V eréanderungen in der endogenen DA-K onzentration
von zukunftweisender Bedeutung. Dies betrifft insbesondere Tiermodelle fur das ADHS, das
durch eine Dysregulation der synaptischen DA-Konzentration gekennzeichnet ist. Uberdies
kénnen mit dieser Methode an Tiermodellen fUr neurodegenerative Erkrankungen wie etwa
Morbus Parkinson Langzeituntersuchungen von Prozessen durchgefihrt werden, die mit der
Depletion und Erholung synaptischer DA-Konzentrationen in Zusammenhang stehen. Dies gilt
ebenso fur die Untersuchung kompensatorischer Mechanismen wie etwa die Entwicklung von
Rezeptorsupersensitivitét, die nach neurotoxischer Lasion der nigrostriatal en Faserverbindungen

in Erscheinung tritt.
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2.2.4. Quantifizierung der [**3|]FP-CIT-Bindung an den striatalen DAT nach pharma-
kologischer Blockade des D,-Rezeptors mit Haloperidol

2.24.1. Einleitung

Neuroleptika wie HAL erhéhen Synthese, Metabolismus und Freisetzung von DA im
Neostriatum und verwandten mesolimbischen Strukturen (Carlsson & Lindgvist, 1963, Imperato
& Di Chiara, 1985, Zetterstrom et al., 1984, Moghaddam & Bunney, 1990, Pehek & Y amamoto,
1994, Pehek et al., 1999, Garriset al., 2003). Ebenso stimulieren diese Substanzen die el ektrische
Aktivitat DAerger Neuronen (Bunney et al., 1973, Chiodo & Bunney, 1983).

Dieerwahnten neurol eptikaindizierten Veranderungen werden in der Literatur durch drel
unterschiedliche Mechanismen erkl&rt: zum einen kann die Steigerung der el ektrischen Aktivitéat
DAerger Neurone eine Zunahme der Neurotransmitterfreisetzung induzieren (Imperato & Di
Chiara, 1985). Urspunglich dachte man, dass dieser Mechanismus durch die Blockade der
postsynaptischen D,-Rezeptoren und indirekte striatonigral e Feedback-Schleifen mediiert wird
(Bunney et d., 1973, Carlsson & Lindqvist, 1963, Carlsson, 1975); spétere Studien erbrachten
jedoch keinerlei Nachweis fr die Existenz solcher neuronaler Verbindungen (Di Chiaraet al.,
1977). Als weiterer moglicher Wirkmechanismus wird die Blockade von D,-Autorezeptoren
diskutiert, dieauf den DAergen Zellkorpern lokalisiert sind und die die el ektrische Aktivitét der
DAergen Neurone modifizieren kdnnten, ohne dass eine Notwendigkeit fir die Beteiligung
interneuronaler Faserverbindungen besteht (Groves et a., 1975). Eine dritte Erkl&rung ist eine
Blockade von prasynaptisch auf den DA ergen Nerventerminalen lokalisierten Do-Autorezeptoren
(Kehr et al., 1972, Pehek & Yamamoto, 1994, Westerink & de Vries, 1989, Santiago &
Westerink, 1991), die die normale Feedback-Hemmung inhibiert und auf diese Weise zu einer
Steigerung der DA-Synthese und/oder —Freisetzung fuhrt. Nachdem die Lasionstudien von
Westerink und de Vries zeigten, dass Ratten mit striatalen - mithin postsynaptisch lokaisierten -
KA-Lé&sionen einen nicht-ladierten Tieren vergleichbaren Anstieg der endogenen DA-
Konzentration aufwiesen, liegt die Schlussfolgerung nahe, dassdie Blockade der prasynaptischen

D,-Autorezeptoren den einzigen Mechanismus darstellt, Gber den der neuroleptikainduzierte

7 Durchfiihrung des Experimentes: August 2004 — November 2005; submittiert
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Anstieg der endogenen DA-Konzentration mediiert wird (Westerink & de Vries, 1989).

In friheren Untersuchungen wurde die direkte Kompetiton eines Radioliganden mit HAL
oder seine Verdréngbarkeit durch HAL von der DAT-Bindungsstelle untersucht; as
Radioliganden fanden hierbei [*™Tc] TRODAT (Kunget al., 1997), [*ZI]FP-CIT (Lavalayeet dl.,
2000), [*H]CFT (Scheffel et al., 1996) oder sein Analogon [**I]RTI-55 (Cline et a., 1992)
Verwendung. Ferner wurde in einer in vivo Studie an Schweinen die Wirkung der HAL-
induzierten Erhdhung der synaptischen DA-Konzentration auf die postsynaptische D,-
Rezeptorbindung untersucht (Ishizu et al., 2000).

Nachdem in den vorangegangenen TierSPECT-Studien die Wirkung von MP auf die
DAT-Bindung (s. Kapitel 2.2.2.), dieWirkung von HAL auf die D,-Rezeptorbindung (s. Kapitel
2.2.3.) und die Wirkung erhdhter endogener DA-K onzentrationen auf die D,-Rezeptorbindung (s.
Kapitel 2.2.3.) untersucht wurde, war der Gegenstand der nunmehr dargestellten Studie die
Untersuchung des Einflusses der HA L-induzierten Erhéhung der synaptischen DA-K onzentration
auf die DAT-Bindungim Striatum der Ratte (Nikolauset al., submittiert). Dazuwurde die DAT-
Bindung unter Baseline-Bedingungen und eine Stunde nach Vorbehandlung mit HAL mit
['1]FP-CIT als Radioligand untersucht. Hierbei war unsere Hypothese, dass V eranderungenin
der [**®|]FP-CIT-Bindung an den striatalen DAT Veranderungen in der synaptischen DA-
K onzentration wiederspiegen, dieihrerseits durch die HAL-Bindung an die présynptischen D,-

Autorezeptoren induziert werden.

2.24.2. Methode

22421 Versuchstiere

AlsVersuchstiere dienten zehn mannliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 430 +
50 g (Tierversuchsanlage, Heinrich-Heine-Universitét, Dusseldorf). Die Experimentewurden von
der Bezirksregierung in Duisseldorf genehmigt und in Ubereinstimmung mit den ,, Prinzipen der
Labortierpflege” (NIH Publikation No. 68-23, revidierte Fassung von 1985) und dem Deutschen
Tierschutzgesetz in der Nuklearmedizinischen Klinik (Universitétsklinikum Disseldorf)
durchgefihrt.
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22422 SPECT-Messungen

Bildgebung des DAT. Alle Ratten wurden einer Baseline-M essung (keine V orbehandliung)
und einer Messung nach Vorbehandlung mit HAL unterzogen. An drel weiteren Tieren wurde
eine zusétzliche Messung nach Vorbehandlung mit der Vehikelsubstanz (100% Ethanol)
durchgeftihrt. Die Untersuchungen fanden in randomisierter Reihenfol ge statt. Fur die Baseline-
Messungen wurden die Tiere kurzzeitig mit Isofluran (Forene®, Abbott GmbH & Co.KG,
Wiesbaden, BRD) anéasthesiert und erhielten Injektionen von Ketaminhydrochlorid (K etavet®,
Pharmacia GmbH, Erlangen, BRD; Konzentration: 100 mg/ml, Dosis 0.9 mi/kg) und
Xylazinhydrochlorid (Rompun®, Bayer, Leverkusen, BRD; Konzentration: 0.02 mg/ml, Dosis.
0.4 mg/kg) in das Peritoneum. [*?*|]FP-CIT (Amersham Buchler, Braunschweig, BRD; 26 + 7
MBgq; Konzentration: 0.07—0.12 pg/ml, spezifische Aktivitét: 2.5—4.5x 10 Bg/mmol) wurde
den Tieren mit Hilfe eines Butterflys in die laterale Schwanzvene appliziert.Der Schlauch des
Butterflys wurde mit 1 ml 0.9% NaCl gespilt, so dass das gesamte Injektionsvolumen 1.3 ml
betrug. In den Behandlungsbedingungen wurde den Ratten eine Stunde vor [**|]FP-CIT-
Injektion entweder 1 mg/kg HAL (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD; Konzentration: 1 mg/ml,
Vehikel: 100% ETH) oder 1 ml/kg ETH (Konzentration: 100 mg/ml) intraperitoneal appliziert.

Davorausgegangene Untersuchungen am Menschen gezeigt haben, dassdas Equilibrium
der [**1]FP-CIT-Bindung zwei Stunden nach Injektion erreicht ist und in den folgenden sechs
Stunden stabil bleibt (Seibyl et al., 1998, Booaij et al., 1999), wurden die TierSPECT-Messungen
zwei Stunden nach Radioligandenapplikation durchgefuhrt. Die Datenakquisition erfolgte in
Winkel schritten von 6° (60 Projektionen, 60 §/Projektion) mit elnem Rotationsradiusvon 65 mm.
Das Energiefenster wurde auf den Gamma-Photopeak von 2| (159 keV + 15%) eingestellt.

Datenanalyse. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem MPI-Tool (Advanced Tomo
Vision, Erftstadt, BRD). Wiein den vorangegangenen K apiteln beschrieben, wurde ein [ ] FP-
CIT- mit einem [*"Tc]DPD-Scan iberlagert und auf dem Fusionsbild ein ROI-Template mit
striatalen und zerebellaren ROIs definiert, die kreisformige (Striatum) oder ellipsoide
(Zerebellum) Flachen mit einer Grof3e von 1.5 beziehungsweise 7 mm? umschrieben und Gber
dem Aktivitatsmaximum der jeweiligen Strukturen platziert wurden. Dieses Template wurde auf
die Bilder der HAL- und ETH-behandelten Ratten Ubertragen, wobei die einzelnen ROIs ohne
Veranderung ihres Umrisses oder ihrer Grof3e Uber die jeweiligen Aktivitdtsmaxima gelegt

wurden.

220



Da auch die Harderschen Drisen und die Speicheldrisen durch eine ausgepragte
Radioaktivitétsakkumul ation gekennzeichnet sind, wurden auch innerhalb dieser Strukturen auf
transversalen beziehungswel se sagittalen Bildern ROIs (Flache: 1.5 mm?) definiert. Dabei ist bel
der réumlichen Auflosung des TierSPECTS keine Differenzierung zwischen den
Radioaktivitétsanreicherungen in den paarigen Speicheldrisen, die sich Uber den gesamten
ventralen Hal sberei ch ausdehnen und den dorsal von ihnen gelegenen Schilddriisen méglich, die
lediglich 1 mm lang sind und beiden Seiten der Trachea anliegen.

Bestimmung von Vs’ . Bei der Beschreibung deskinetischen Verhaltensvon [*2|]FP-CIT
kann man von einem Drei-Kompartiment-Modell mit einem Blutplasma- (C;) und zwel
Gewebekompartimenten C, und C; ausgehen, die die artieriellen, freien plus nicht-spezifisch
gebundenen und spezifisch gebundenen Radioligandenkonzentrationen bezeichnen. Fur die
exakte Bestimmung des BPs ist die Messung der nicht-metabolisierten und nicht an Proteine
gebundenen Fraktionen in C; erforderlich; sind diese Werte nicht verflgbar, missen
Abschétzungen des BPs vorgenommen werden. Dies kann durch die Bestimmung von V3"’
erfolgen. Sind die Gleichgewichtskonzentrationen des frelen und des nicht-spezifisch
gebundenen Liganden in allen Gehirnregionen gleich, ergibt sich V3’ ausV+(ROI)/V+(REF)-1
(Laruelle et a., 1994). Dieses semiquantitative Mal3 hangt mit BP wie folgt zusammen; V3’ =
V3/V, = BPIV; = B! V2Kp = ka/ky (s. Ubersichtsarbeit von Ichise et al., 2001).

Auswertung. Die striatalen V3''-Werte wurden fir einzelnen fur die einzelnen
experimentellen Bedingungen (Baseline, HAL, ETH) aus den Radioaktivitdtskonzentrationen
(Countymms) in ROl und zerebell&rer REF berechnet. Linke und rechte striatale
Radioaktivitétskonzentrationen wurden fur jedes Tier gemittelt. Die Zahlrate in Speicheldrise
und Harderschen Driisen wurden auf das Kleinhirn normiert; auch diese Quotienten erwiesen sich
als normalverteilt. Fir jede Behandlungsbedingung wurden die Daten mit dem nicht-
parametrischen Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet (0.797 < p < 0.99). ).
Zum Ausschluss moglicher Einflisse von HAL auf die nicht-spezifische
Radioligandenakkumulation — etwa durch Perfusionseffekte — wurden die zerebelléren
Radi oaktivitatskonzentrationen zwischen den Behandlungsbedingungen verglichen (Baselinevs
HAL: n = 10; Baselinevs ETH: n = 3; HAL vs ETH: n = 3) mit dem nicht-parametrischen
Friedman-Test fur verbundene Stichproben verglichen (p = 0.368).

Fir jede Bedingung (Baseline, HAL, ETH) wurden MWSs und SDs berechnet. Die
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striatalen V3''-Werte und die glanduldren Quotienten wurden mit dem paarigen t-Test
(zweisaitig, a= 0.05) zwischen den Behandlungsbedingungen verglichen (BaselinevsHAL: n=
10; Basdline vs ETH: n = 3; HAL vs ETH: n = 3). Fur multiple Vergleiche wurde nicht
korrigiert.

2.2.4.3. Ergebnisse

Abb. 24 A zeigt die intra- und extrazerebralen Anreicherungen von [*|]FP-CIT unter
Baseline-Bedingungen auf einem charakteristischen trasnversalen Schnittbild. Sichtbar ist die
Radlioligandenanreicherung im paarigen Striatum. Abb. 24 B zeigt die[***|]FP-CI T-Anreicherung
nach Vorbehandlung mit HAL. Die Reduktion der striatalen [***I]FP-CIT-Bindung ist

offensichtlich.
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Abb. 24. Charakteristische transversale[*|]FP-CI T-Bilder unter Baseline-Bedingungen und nach Vorbehandlung
mit HAL. (A) [“®I]FP-CIT-Anreicherung unter  Baseline-Bedingungen. Sichtbar sind die
Radli oaktivitatsanreicherungen im paarigen Striatum. (B) [*2I]FP-CIT-Anreicherung nach Vorbehandlung mit 1
mg/kg HAL. Die Abbildung zeigt V3 -Werte. Die Berechnung erfolgte mit MATLAB (Version 4.2c, The
MathWorksInc., Novi, USA). Dabei versteht sich, dassdie Berechnung von V5™ nur fir Regionen wie das Striatum
mit spezifischer Radioligandenbindung valideist. Die abgebil dete Ratte zeigt eine™ 30%ige Reduktion der striatalen
DAT-Bindung. 1, Striatum, 2, Speicheldriisen. Nikolaus et al., submittiert.

222



In der Baseline-Bedingung (Abb. 24) und nach Vorbehandlung mit ETH betrugen die striatalen
V3''-Werte1.21 £ 0.34 (MW + SD) beziehungsweise 1.53 + 0.83 (paariger t-Test, zweiseitig, p=
0.728). Nach Vorbehandlung mit HAL (Abb. 25) sanken die V3’ -Werte auf 0.93 £ 0.37. Die
Unterschiede zu den V3’ -Werten der Baseline-Bedingung waren signifikant (p = 0.022). Der
Vergleich von HAL- und ETH-Bedingung ergab ein p von 0.31. Der Vergleich von HAL- und
ETH-Bedingung ergab ein p von 0.31.

Fir Speicheldriise und Hardersche Driisen ergaben sich zerebel lare Quotienten von 3.97 =
1.93 und 3.03 = 1.03 (Basdline), 4.61 £ 1.02 und 3.71 + 0.44 (Vorbehandlung mit ETH)
beziehungsweise 3.44 + 1.21 und 2.60 + 0.66 (Vorbehandlung mit HAL). Es bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsbedingungen (paariger t-Test, zweiseitig,
0.142 < p < 0.86).

p=10.011

—
A

—

=
Lh

Equilibriumsquotient (V3 ; MW + SD)
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= Haloperidel

Striatum

Abb. 25. Striatale Equilibriumsquotienten (V3'; [*2I]JFP-CIT) in Baseline und nach Vorbehandlung mit HAL.
Abgebildet sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Die Kreise représentieren die einzelnen Tiere. Die V3"’ -
Werte, diefir die einzelnen Ratten an den verschiedenen Messtagen ermittelt wurden, sind durch gepunktete Linien
verbunden.

2244, Diskussion
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In dieser in vivo Bildgebungsstudie induzierte die Vorbehandlung mit 1 mg/kg HAL
verglichen mit der Baseline-Bedingung eine 23%ige Reduktion der [*2*|]FP-CIT-Bindung. ETH
Ubte keinen signifikanten Einfluss auf die spezifische striatale DAT-Bindung aus. Ebensowenig
unterschieden sich die Radioaktivitatsanreicherungen in den Speicheldriisen und Harderschen
Drisen zwischen den Bedingungen. Diese Ergebnisse stimmen mit den unter 2.2.2. und 2.2.3.
beschriebenen Befunden tberein, die auch keinen Einfluss der pharmakol ogischen Challenges
mit MPund HAL auf die[*?1]FP-CIT- beziehungsweise[*?*1]IBZM in den glandul &ren Geweben
zeigten. Daruberhinausunterschiedem sich die zerebel l&ren Radi oaktivitétskonzentrationen nicht
zwischen den Behandlungsbedingungen; dies zeigt, dass HAL unter den hier gewahlten
experimentellen Bedingungen keine konfundierenden Einflisse auf die nicht-spezifische
Radioligandenakkumulation — etwa durch Perfusionseffekte hervorgerufen haben kann.

Neuroleptikaerhthen Synthese, M etabolismus und Frei setzung von DA im Neostriatum
und verwandten mesolimbischen Strukturen (Carlsson & Lindgvist, 1963, Imperato & Di Chiara,
1985, Zetterstrom et al., 1984, Moghaddam & Bunney, 1990, Pehek & Y amamoto, 1994, Pehek
et a., 1999, Garris et a., 2003). Als Wirkmechanismus wird dabei angenommen, dass die
Blockade von prasynaptisch auf den DAergen Nerventerminalen lokalisierten Do-Autorezeptoren
die normale Feedback-Hemmung inhibiert und auf diese Weise zu einer Steigerung der DA-
Synthese und/oder —Freisetzung flhrt (Westerink & deVries, 1989). Dieslegt nahe, dassunsere
Ergebnisse die HAL-induzierte Steigerung der DA-Freisetzung Uber présynaptische D,-
Autorezeptorbindungsstellen zeigen. Dieser Befund stimmt mit friheren Resultaten Gberein, die
flr das Striatum der Ratte mittelsin vivo Mikrodialyse (Moghaddam & Bunney, 1990, Pehek &
Y amamoto, 1994, Pehek, 1999) und in vivo Voltammetrie (Kawagoeet d., 1992, Wiedemann et
al., 1992) beschrieben wurden.

In vitro Studien erbrachten keinerlei Hinweisdarauf, dassHAL eine Affnitét fur den DAT
aufweist (K;, 13000 nM; Bryan-Llukaet a., 1993). Damit kann eine direkte Wirkung von HAL
auf diese Bindungsstelle ausgeschlossen werden. Jedoch sind die Befunde hinsichtlich der
Affnitdt der HAL-Metaboliten fir den DAT kontrovers: in vitro wurde praktisch keine Affinitét
beobachtet (Bryan-LIukaet a., 1993), wahrend in vivo Untersuchungen am Affen ergaben, dass
die chronische Behandlung mit dem HAL-Metaboliten 4-(4-Chlorophenyl)-1-[4-(4-
fluoropheny!)-4-oxobutyl]-1,2,3,6-tetrahydropyridin (HPTP) sowohl die['?I]IBZM- alsauch die
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[*®|]R-CIT-Bindung in Basalganglien und Zerebellum reduzierte (Oliver et al., 1997). Mithin
kann nicht ausgeschlossen werden, dass in unserer Studie nicht nur HAL, sondern auch sein
Metabolit HPTP an sowohl pré& alsauch postsynaptische DA erge Bindungsstellen gebunden hat.

Bidlang liegen keine gesicherten Befundevor, diedie Verdrangbarkeit von Tropanana oga
durch endogenes DA zeigen: so beobachteten Laruelle und Mitarbeiter nach Infusion von L-
DOPA (250 mmol/kg) keine Reduktion der [**1]b-CIT-Bindung im Striatum non-humaner
Primaten, wahrend sich andererseits nach Injektion von AMPH (10.8 nmol/kg) eine 50%ige
Abnahme der [*?*I]b-CIT-Bindung zeigte (Laruelle et al., 1993). DaAMPH jedoch nicht nur
die DA-Ausschittung erhoht, sondern auch die DA-Wiederaufnahme inhibiert (Horn et al.,
1970), koénnte die von Laruelle und Miatarbeitern beobachtete Reduktion der [*%1]b-CIT-
Bindung auf eine direkte Kompetition zwischen AMPH und [*?I]b-CIT um die DAT-
Bindungsstellen zurlickzufiihren sein. Allerdings ergab sich nach Challengemit AMPH (EDsp =
8.5 mmol/kg) eine ebenso hohe Verdrangung von [*2*1]b-CIT wie nach Challenge mit Kokain
((EDsp = 9.5 mmol/kg), wobei jedoch die Affinitét von AMPH fir den DAT gegenuiber der
Affinitét von Kokain um das zehn- bis 20fache erniedrigt ist (Laruelle et a., 1993). Dieslegt
nahe, dass an der AMPH-induzierten Reduktion der [*31]b-CIT-Bindung neben der direkten
DAT-Blockade ein weiterer Mechanismus beteiligt sein muss.

Damit ergibt sich die Frage nach dem Verhaltnis der Affinitaten von [**I]FP-CIT und
DA fur den DAT, da dies determiniert, ob eine Erhthung der DA-Konzentration in der
beobachteten GréRenordnung mit einer 23%igen Reduktion der [*31]FP-CIT-Bindung vereinbar
ist. Bislang wurde der Kp von [*3]FP-CIT nicht experimentell bestimmt. Bekannt ist lediglich
der K, der - unter Kompetition mit dem DAT-Liganden GBR12909 - 3.5 nM betragt (Neumeyer
etal., 1994), wahrend fir DA bei Verwendung des gleichen Kompetitors ein | Cso-Wert von 3.7
nM (Matecka et al., 1996) und bei Verwendung von WIN 35,065-Anal oga Ki-Werte zwischen
0.59 und 19 nM berichtet wurden (Kotian et a., 1996). Dies erlaubt keine genaue Einschéatzung
der Bindungsverhéltnisse an der prasynaptischen Endigung. Liegen die Affinitdten desexogenen
und des endogenen Liganden in der gleichen GrélRenordnung, geht eine 23%ige Abnahme der
['#1]FP-CIT-Bindung mit einer ebenso hohen Zunahme der synaptischen DA-Konzentration
einher. Ist die Affinitét von DA fir den DAT um eine Grélenordnung — einen Faktor 10 -
niedriger, wie der von Rothman und Mitarbeitern mitgeteilte K-Wert von 38.8 nM nahe legt
(Rothman et al., 1993), so ist eine 23%ige Abnahme der [*3|]FP-CIT-Bindung das Ergebnis

225



einer Zunahme des synaptischen DAsauf » 200% der Ausgangskonzentration. |m Augenblick ist
jedoch in diesem Zusammenhang auf den vorlaufigen Charakter unserer Studie hinzuweisen.

Die dynamische Akquisition der Z&hlraten in der Studie von Ishizu und Mitarbeitern
ermoglichte die direkte Bestimmung von Qualitét, Quantitét und Zeitverlauf der durch HAL
induzierten Veranderungen (Ishizu et al., 2000). Dies war in unserer Untersuchung an Ratten
nicht moglich, dawir eine dedizierte Kleintier-SPECT-Kamera verwendeten; diese hat zwar den
Vortell einer im Vergleich zum klinischen PET-Scanner (SiemensECAT Exact HR47; Ishizu et
al., 2000) erhohten Ortsauflosung, jedoch die nachteilige Eigenschaft einer niedrigen
Sengitivitét. Dieist ein Charakteristikum der meisten Kleintier-SPECT-Scanner einschliefdlich
der aufgeriisteten klinischen Kameras (s. Tab. I1 und [11 im Anhang) und hat seine Ursachein der
Verwendung duinner Kristalle und Pin- oder Parallellochkollimatoren kleiner Lochdurchmesser.
Infolgedessen sind bei der Durchfihrung von Kleintier-SPECT-Studien in der Regel lange
Aufnahmezeiten erforderlich, die eine dynamische Zéhlratenakquisition und damit eine
Kompartimentanalyse der Bindungsdaten unmdglich machen. Um die HAL-induzierten
Veranderungen der synaptischen DA-Konzentration quantitativ abzuschétzen, sind weitere
Untersuchungen erforderlich, die entweder TierSPECT- und in vivo Mikrodiaysemessungen fur
jedes Tier kombinieren oder Multipinhole-SPECT anwenden. Diese Methode wird gegenwartig
flr die dynamische Datenakquisition evaluiert (Wirrwar et al., 2003, 2006).

In jingerer Zeit wurde in verschiedenen Studien die DAT-Bindung bel schizophrenen
Patienten untersucht; als Radioliganden fanden hierbei [**F]CFT (Laakso et al., 2000, 2001),
[*Z1]1R-CIT (Laruelle et al., 2000, Yoder et al., 2004, Sjoholm et a., 2004), [**I]FP-CIT
(Lavalaye et a., 2001) oder [*™Tc]TRODAT (Hsiao et al., 2003, Schmitt et al., 2005)
Verwendung. Die Ergebisse waren inkonsistent und zei gten sowohl unverénderte (Laruelleet d.,
2000, Laakso et al., 2000, Lavalayeet al., 2001, Y oder et al., 2004, Schmitt et a., 2005) alsauch
erhohte (Hsiao et al., 2003, Sjoholm et al., 2004) und erniedrigte (Laakso et a., 2001, Hsiao et
al., 2003) DAT-Bindungen. Interessanterweise wurden ebenfalls bei medizierten Patienten
sowohl Erhdéhungen (Sjoholm et al., 2004) as auch Erniedrigungen (Laakso et al., 2001)
beobachtet, wahrend Lavalaye und Mitarbeiter keine Unterschiede in der DAT-Bindung
zwischen drogennaiven Patienten, medizierten Patienten und unbehandelten Kontrollpersonen
fanden (Lavalaye et al., 2001). In diesem Zusammenhang stimmen unsere Befunde mit den

Untersuchungsergebnissen von Laakso und Mitarbeitern Uberein, die an Patienten unter
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chronischer Medikation mit Neuroleptikaerhoben wurden (Laakso et a., 2001). Diesgilt jedoch
nur mit der Einschrankung, dass Befunde an ,,normalen* Ratten nicht notwendigerweise mit
Befunden an schizophrenen Patienten vergleichbar sind, zumal Faktoren wie die Dauer der
Erkrankung und die aktuelle Krankheitsphase den Regulationszustand der pr& und
postsynaptischen Bindungsstellen erheblich beeinflussen kdnnen. Da unsere Ratten nach akuter
Verabreichung von HAL untersucht wurden, muss dartberhinaus in weiteren Untersuchungen
geklart werden, welchen Einfluss die chronische Verabreichung von HAL auf die DA-
Freisetzung und die présynaptischen DAT-Dichten austibt. Auch die Beziehung zwischen der
HAL-Dosis und dem Ausmal} der induzierten Veranderungen in der DAT-Bindung ist ein
interessanter Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Laruelle und Mitarbeiter bestimmten in ihrer Studie einerseits Vs'' als Mald der DAT-
Bindung und andererseitsdie rel ative Abnahme der D,-Rezeptorbindung alsMal3fir die AMPH-
induzierte DA-Freisetzung mit [*?3|]R-CIT beziehungsweise[**|]IBZM als Radioliganden und
beobachteten weder bei Patienten noch bei Kontrollen eine Korrelation zwischen der DAT-
Dichteund der AMPH-induzierten DA-Freisetzung (Laruelleet a., 2000). Dabei jedoch wurden
die DAT-Bindungsstudien bei den Patienten 15 + 6 Tage vor den [*31]1BZM-Messungen und bei
den Kontrollpersonen entweder 155 + 173 Tage vor oder 49 + 71 Tage nach den [**1]IBZM-
Messungen durchgefuhrt (Laruelleet al., 2000). Folglich wurden in dieser Studie - und auch das
ausschliefdlich bei der Bestimmung der DAT-Bindung 49 + 71 Tage nach den [**]IBZM-
Messungen - Langzeiteffekte untersucht; keine Bestrebung war jedoch dahin gerichtet, den
direkten Zusammenhang zwischen der akut induzierten DA-Freisetzung und Veranderungen in
der DAT-Bindung zu erfassen. Dadiesdas ausdriickliche Ziel unserer Studiewar, ermittelten wir
dierelative Abnahmevon V3’ dsMal3fir dieHAL-induzierte DA-Freisetzung und untersuchten
somit auf direkte Weise die Kompetition zwischen dem exogenen Radioliganden und dem
endogenen DA.

Ein Faktor von zu nicht zu unterschétzender Bedeutung ist die Anasthesie, die diein der
Zielregion gemessenen Radi oaktivitétskonzentrationen unabhangig von der verwendeten Kamera
beeinflussen kann. So haben Untersuchungen gezeigt, dass K etavet und Xylazin die spezifische
Bindung des SERT-Liganden [3H](S)-Citalopram und des DA T-Liganden [**°I]PE2I reduzieren
(Elfving et al., 2003), Ketamin allein aber die des D,-Rezeptorliganden [*'C]M SP-Bindung
erhoht (Onoeet al., 1994). Dafir andere Anésthetika (1sofluran, Halothan: I shiwataet al., 1999,
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Elfving et a., 2003, Maet a., 2004; Pentobarbital: Onoeet al., 1994) dhnliche Beeinflussungen
der Bindung unterschiedlicher Liganden beschrieben wurden, fhrten wir unsere Untersuchungen
ungeachtet der beschriebenen Effekte von Ketavet und Xylazin mit diesen Substanzen als
Anésthetikadurch. Damit ist nicht von der Hand zu weli sen, dass K etavet/Xylazin auch in unserer
Untersuchung in Analogie zur [**°I]PE2I-Bindung an den DAT zu einer Erniedrigung der
['#1]FP-CIT-Bindung im Striatum der Rattefiihrte. Dajedoch in allen Versuchsbedingungen die
gleiche Anasthesie vorgenommen wurde, bleibt hiervon die Vergleichbarkeit der Daten tiber die
Behandlungsgruppen unberthrt.

Wie in den zuvor beschriebenen Untersuchungen resultiert jedoch eine Limitierung
unserer Studie aus dem Umstand, dass die fir die Identifikation der anatomischen Landmarken
verwendeten Uberlagerungsbilder mit der in das MPI-Tool implementierten Fusionsfunktion
erfolgte, worauf die Bilder durch manuelle Verschiebung in x-, y- und z-Achse bestméglich zur
Deckung gebracht wurden. Beides stellt eine potentielle Fehlerquelle dar, zumal keine
zusitzlichen Markierungen auf die Rattenkdpfe aufgebracht wurden. Uberdies stammte der
[%™T ] DPD-Scan von einem anderen Tier alsdie [**|]FP-CIT-Bilder, wahrend die Bildgebung
des Knochenstoffwechsels idealerweise an denselben Tieren wie die Rezeptorbildgebung
erfolgen sollte. Dadie ROI-Definition auf einer groben Lokalisierung anatomischer Landmarken
basierte, ist nicht auszuschlief3en, dassweder diefir die ROI-Definition ausgewahlten Schichten
noch die Positionen derselben fir alle Tiere identisch waren. Dies gilt insbesondere fir die
SPECT-Messungen  nach  Vorbehandlung mit HAL, da die striatalen
Radioaktivitétskonzentrationen in diesen Fallen erheblich reduziert waren, was zu einer deutlich
Erschwerung der ROI-Definition fuhrte. Infolgedessen ist nicht von der Hand zu weisen, dass
Fehler in der Positionierung von ROI oder REF zu Konfundierungen bel der Quantifizierung von
V3"’ gefuhrt haben. Welitere Fehlerquellen resultieren aus Partialvolumen- (Hume et a., 1996)
und Spill-over-Effekten (Hume et a., 1996, Kuge et al., 1997), die zu Unter- beziehungsweise
Uberschatzungen der striatalen Radioaktivitétskonzentrationen filhren konnen. Letzeres ist
insbesondere in den frontokortikalen und rostral gelegenen striatalen Arealen der Fall, wahrend
ersteres die Quantifizierung der Radioaktivitatskonzentrationen in diinnen Strukturen wie dem
Neokortex und den kaudalen striatalen Anteilen beeintrachtigt. Dain unserer Studie weder eine
Partialvolumen-, noch eine Spill-over-Korrektur durchgefihrt wurde, sind Konfundierungen bei

der Bestimmung der striatalen Radioaktivitdtskonzentrationen moglich, wahrend dies bei der
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Bestimmung der zerebelldren Radioaktivitdtskonzentrationen unwahrscheinlich ist, da diese
Region infolge ihrer Grof3e keinem der beiden in Rede stehenden Effekte unterliegt.

In einigen friheren in vitro und ex vivo Untersuchungen wurde die direkte Kompetiton
eines Radioliganden mit HAL oder seine Verdrangbarkeit durch HAL von der DAT-
Bindungsstelle untersucht; als Radioliganden fanden hierbei [*™Tc]TRODAT (Kung et al.,
1997), [*®1]FP-CIT (Lavalayeet al., 2000), [*H]CFT (Scheffel et al., 1996) oder sein Analogon
[**°I]RTI-55 (Cline et al., 1992) Verwendung. Dabei wurde HAL intravenés verabreicht; dies
erfolgte’5 (Kunget al., 1997, Lavalayeet a., 2000), 10 (Scheffel et al., 1996), 20 (Scheffel et al.,
1996) oder 30 Minuten (Scheffel et al., 1996) vor oder 30 bis 60 Minuten (Cline et al., 1992,
Scheffel et al., 1996) nach Radioligandenapplikation. In vivo Mikrodialysestudien haben gezei g,
dass die maximalen striatalen DA-Konzentrationen zwischen 60 und 90 Minuten nach
intraperitoneal er, 60 Minuten nach intraventser und 30 Minuten nach intrastriatal er I njektion von
HAL erreicht werden (Moghaddam & Bunney, 1990, Pehek & Y amamoto, 1994, Pehek, 1999).
Damit konnen bel intraventser Applikation von HAL zwischen 5 und 30 Minuten vor und 30 bis
60 Minuten nach Radioligandenapplikation bestenfalls seine direkte Kompetiton mit HAL oder
seine Verdrangbarkeit durch HAL von der DAT-Bindungsstelle untersucht werden. Die
Verdrangung des exogenen Radioliganden durch endogenes DA wird jedoch nur in begrenztem
AusmaR erfasst. Uberdies kann die Verdrangbarkeit durch endogenes DA in Abhangigkeit von
der molekularen Struktur der verwendeten Radioliganden betréchtlich variieren und damit zu
voneinander abwei chenden Resultaten fuhren (Mathis et al., 1992).

Unseres Wissens wurde die Verdrangbarkeit des Tropananalogons [*#|]FP-CIT durch
endogenes DA bislang weder in vitro noch in vivo untersucht. Unsere vorlaufigen Resultate
bieten erste Hinweise auf eine Eignung von [*?*I]FP-CIT fiir die Untersuchung fluktuierender

DA-Konzentrationen im synaptischen Spalt vom présynaptischen Standpunkt.
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3. Allgemeine Diskussion

3.1. Geréteevaluierung

Voraussetzung fur die Untersuchung der synaptischen Regulationsmechanismen mit
TierPET und TierSPECT war die Evauierung der beiden Kameras fur diein vivo Bestimmung
von Rezeptor- und Transporterbindungsparametern im Striatum der Ratte.

Bislang wurden mit sechs dedizierten Kleintier-PETs D,-Rezeptorbi ndungsstudien an der
Ratte durchgefiihrt (PCR-I: Nguyen et a., 2000; Hamamtsu SHR-2000: Tsukada et al., 1996,
Unterwald et al., 1997, Maggoset al., 1998, Ogawaet al., 2000, Suzuki et a., 2001, Umegaki et
al., 2002, Ishiwataet al., 2002a,b; Hamamtsu SHR-7700: Ingji et a., 2005, RATPET: Torres et
a., 1995, Humeet a., 1996, Fricker et al., 1997b, Opacka-Juffry et al., 1998; MicroPET: Rubins
et al., 1999, Araujo et al., 2000; quad-HIDAC: Le Masurier et al., 2004). In mehreren Arbeiten
wurde dabei auf die mdgliche Beeinflussung der im Neostriatum gemessenen
Radioaktivitétskonzentrationen durch Partia volumen- und Spill-over-Effekte hingewiesen (Kuge
etal., 1992, Humeet a., 1996, Fukuyamaet al., 1998, Ishiwata et al., 1999, 2002a).

Unsere Ergebnisse zeigten eine signifikante positive Korrelation zwischen den mit dem
TierPET und den mit der Methode der Storage-Phosphor-A utoradi ographi e gemessenen striatalen
Radioaktivitétskonzentrationen; dabei konnten insgesamt 68% der Varianz der TierPET-Daten
durch die , tatsachlichen® striatalen [**F]FM B-K onzentrationen erkl&rt werden, wie sie mit der
Storage-Phosphor-Autoradiographie als Gol dstandard ermittelt wurden. Ferner fanden wir, dass
die dtriatale Radioaktivitétskonzentration mit dem TierPET ohne Vornahme einer
Partialvolumenkonzentration um » 60% unterschétzt wird. Das Spill-over aus der Harderschen
Driise fuhrte zu einer » 5%igen Uberschitzung der striatalen Radioaktivitéatskonzentrationen.
Dies wurde zum einen durch die raumliche Auflésung der Kameraerreicht, die eine Trennung
der striatalen und orbitalen Aktivitétsmaximaerlaubt. Zum anderen wurde der Durchmesser der
striatalen ROIs auf 2.5 mm festgesetzt, da die in striatalen ROIs dieser Grof3e gemessenen
Radi oaktivitatskonzentrationen - wieaus Abb. 6 ersichtlich - nur in geringem Ausmal3 Spill-over-
Strahlung aus den Harderschen Drise enthalten konnen. | nfol gedessen beeinflusste unsere Spill-
over-Korrektur die Quantifizierung der striatalen Radioaktivitadtskonzentrationen nur minimal
und Ubtekeinerlel Einflussauf die Korrelation zwischen PET- und Autoradiographie-Daten aus.
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Nichtsdestoweniger wurden in der Folge samtliche mit dem TierPET erhobenen D.-
Rezeptorbindungsdaten nicht nur einer Partialvolumen- sondern auch einer Spill-over-Korrektur
unterzogen.

In den bisdang mit dedizieten Kleintier-PETs durchgefihrten D,-
Rezeptorbindungsstudien wurden [*'*C]Racloprid (Humeet ., 1995, Torreset al., 1995, Humeet
al., 1996, Fricker et al., 1997b, Opacka-Juffry et al., 1998, Rubins et a., 1999, Nguyen et al.,
2000, Ogawaet al., 2000, Suzuki et al., 2001, Umegaki et al., 2002, Ishiwataet al., 2002a,b, Le
Masurier et al., 2004, Ingji et al., 2005), ["'*C]MSP (Maggos et al., 1998, Ogawa et ., 2000,
Ishiwataet al., 2002a), [**F]ESP (Araujo et al., 2000) und [**C]Nemonaprid (Ogawaet al., 2000,
Ishiwata et al., 2002a) als Radioliganden verwendet. In diesen Studien erfolgte die Auswertung
durch die Bestimmung der Radioaktivitét als Prozentsatz der pro Gewebevolumen injizierten
Radioaktivitdtsdosis (Ogawaet a., 2000) sowie durch die Anwendung dynamischer (Tsukada et
a., 1996, Unterwald et al., 1997, Maggos et a., 1998), non-invasiv graphischer (Nguyen et d.,
2000, Suzuki et a., 2001, Le Masurier et a., 2004) und vereinfachter Referenzgewebe-Modelle
(Torreset a., 1995, Hume et al., 1995, 1996, Fricker et al., 1997b, Opacka-Juffry et a., 1998,
Araujo et al., 2000, Ishiwata et al., 2002a,b, Umegaki et al., 2002, Inaji et a., 2005). Wiein
Kapitel 1.2.3.8. dargestellt, liefern diese Methoden einen zuverlassigen Schatzwert fur BP; die
fur die praklinische Evaluierung neuer Radioliganden wichtige Einzelbestimmung der
Rezeptorparameter Kp und By 1St jedoch in vivo nicht moglich.

Uns stand mit [**F]FMB ein neuer D,-Rezeptorligand zur Verfiigung, der bislang
lediglich an nicht-humanen Primaten eingesetzt wurde (Moerlein et a., 1992a, 19973, b). Dabei
hatten in vitro Séttigungsbindungsstudien eine Inhibitionskonstante (K;) von 3.6 nM fir den Do-
Rezeptor ergeben. Die Bestimmung von Kp und Bna fUr den striatalen D,-Rezeptor der Ratte
stand bis dato aus. Ein weiteres Problem ergab sich daraus, dass die spezifische Aktivitét in
Routinesynthesen betrachtlichen Schwankungen unterworfen ist: flr unsere in vivo
Untersuchungen wurden insgesamt 16 [*®F]FMB-Synthesen durchgefiihrt, wobei spezifische
Aktivitdten zwischen 3.56 und 153.66 TBg/mmol erreicht wurden. Da mit der spezifischen
Aktivitét auch die Menge des , katen* FMBs variiert, das mit dem radioaktiv markierten
[*®F]FM B um die vorhandenen Bindungsstellen kompetitiert, beschlossen wir, das Prinzip der in
vitro Séttigungsbindungsanalyse auf unsere in vivo Studien anzuwenden. Dabel wurde die

Methode der in vivo Séttigungsbindungsanalyse mit der in vitro Séttigungsbindungsanalyse als
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Goldstandard validiert.

Die in vivo mit PET und in vitro mit der Methode der Storage-Phosphor-
Autoradiographie erhaltenen Kp- und Bpa-Werte von [**F]JFMB betrugen 6.2 und 4.4 nM
beziehungsweise 16 und 84 fmol/mg. In vivo und in vitro Daten zeigten auch dann eine gute
Ubereinstimmung, wenn —in Analogie zur PET-Auswertung — die kortikale statt der striatalen
Benperidol-Bindung in der Anwesenheit von Racloprid als Mal3 fur die nicht-spezifische
Bindung betrachtet wurde (Kp = 7.9 nM, Bmax = 70 fmol/mg). Ungeachtet der methodischen
Unterschiede ergaben die Séttigungsbindungsanalysen in der Art und Weise, wie sie hier
durchgeftihrt wurden, nahezu gleiche K p-Werte und Ba-Wertein der gleichen Grofdenordnung.
Diese Ubereinstimmung der Ergebnisse zeigt, dass Kp und B mit dedizierten Kleintier-PET-
Kameras an der lebenden Ratte analog zu in vitro Séttigungsbi ndungsstudien bestimmt werden
konnen.

Die von uns durchgefiihrte in vivo Séttigungshbindungsanalyse vereinigt die Vorteile
zweier Konzepte miteinander: durch die Anwendung der in vitro Methode auf die in vivo
Bildgebung kdnnen Kp und B €nerseits in Analogie zu in vitro Experimenten bestimmt
werden, wahrend andererseits alle Vorteile der in vivo Methode erhalten bleiben; hierzu gehort
insbesondere die Maoglichkeit, die Rezeptorkinetik nicht an Gefrierschnitten oder
Membranhomogenaten als blof3e Modelle fir das Hirngewebe und die Rezeptoroberfléche,
sondern am lebenden Organismus zu untersuchen. Uberdieswird ein groflRer Nachteil der in vivo
Methode, namlich der Einsatz unterschiedlicher und niedriger spezifischer Aktivitéten, ineinen
Vortell verkehrt, da bel der Durchfihrung von Séttigungsbindungsanalysen ansteigende
Radioligandenkonzentration appliziert werden missen, um die Sittigung der Rezeptoren zu
erreichen.

Bel einem Vergleich vonin vivo mit ex vivo und in vitro Befunden miissen verschiedene
Punkte in Betracht gezogen werden. Hierzu gehort zum einen der Umstand, dass in vivo keine
anatomische K oregistrierung und i nfol gedessen kel ne exakte Bestimmung der anterioposterioren
stereotaktischen Koordinaten moglich ist. Folglich ist bei der Auswertung der PET- und
Autoradiographie-Daten keine exakte Ubereinstimmung hinsichtlich der anterioposterioren
Schnittebene gewdahrleistet; aufgrund der bestehenden regionalen Unterschiede in der Do-
Rezeptordichte bietet dieser Mangel an Ubereinstimmung eine Erkl&rung fiir den beobachteten

Unterschied zwischen in vivo und ex vivo beziehungsweise in vitro erhaltenen B -Werten.
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Uberdies haben die zuvor mit dem TierPET durchgefiihrten Phantomstudien gezeigt, dass die
Radioaktivitét in einer Zielregion mit einem Durchmesser von 2.5 mm — mithin in der
GrofRenordnung der striatalen Durchmesser auf den fur die ROI-Definition verwendeten
koronaren Schnittbildern —infolge des Partial volumeneffektes um etwa 60% unterschétzt wird.
Auf der Grundlage dieser Messungen wurden die striatalen Radioaktivitatskonzentrationen
korrigiert; dabei war der verwendete K orrekturfaktor fir alle Messungen gleich und wurde nicht
individuell fur den tatsachlichen striatalen Durchmesser auf den fur die ROI-Definition
verwendeten koronaren Schnittbildern bestimmt. Im Falle eines Unterschreitens des striatalen
Durchmessers von 2.5 mm hétte der verwendete Korrekturfaktor mithin im Vergleich zur
partialvolumenunbhéngigen autoradiographischen Messung zu einer Unterschétzung der
striatalen Radioaktivitatskonzentration gefiihrt. Dieskann bel manchen Tieren der Fall gewesen
sein, da die Schnittbilder nicht nur nach Maligabe der Lokalisation des striatalen
Aktivitdtsmaximums fur die ROI-Definition ausgewahlt wurden, sondern dabei auch Sorge
getragen wurde, das Spill-over aus der angrenzenden Retroorbitalregion nach M6glichkeit zu
minimieren.

Die Genauigkeit unserer Quantifizierung von Kp und Bmae mit Hilfe der in vivo
Séttigungsbindungsanalyse hangt von der Richtigkeit der Annahme ab, dass C, und C,’ zu einem
K ompartiment zusammengefasst werden konnen. Wir leiten [L] - das heisst, diefreie und nicht-
spezifisch gebundene Radioligandenkonzentration - ausder kortikalen REF ab. Mithin ergibt sich
BPaus ([LR]/[L])-1.[L] entspricht dabei C, + C,’; dadurch geht die nicht-spezifisch gebundene
Radioligandenkonzentration zusétzlich zur frelen Radioligandenkonzentration in den Nenner ein.
Infolgedessen wird die Genauigkeit der Parameterschétzung durch die Tatsache beeintréchtigt,
dass der freie Ligandenantell in C,, f,, nicht exakt bestimmt zu werden vermag. Demnach
bestimmten wir in Wahrheit mit unserer Methode Bimax' (= f2 X Bmax) und unterschéatzen dadurch
Bmax konsistent. Bei der Diskussion moglicher Fehler bel der Parameter-Schétzung muss jedoch
ihr Ausmal? in Relation zu anderen methodeninhéarenten Fehlerquellen - wie etwa dem
Partial volumeneffekt - gesehen werden. Fir die nicht-spezifische Bindung gilt zudem, dass sie
durch gleichermalien Gewebe- wie Ligandeneigenschaften gekennzeichnet ist. Da diese weder
zwischen den Versuchstieren noch Uber die Zeit variieren, kann By as zuverldssiger
Schétzwert fir den in Rede stehenden Rezeptorparameter betrachtet werden. Dabel hat diein vivo

Séttigungshbindungsanalyse gegeniber anderen in vivo Verfahren wie dem vereinfachten
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Referenzgewebemodell oder dem dynamischen Modell den Vortell, dasssie Brax(') und Kp als
separate Werte und direkte Mal3e fur Rezeptordichte und Affinitét liefert.

Mit SPECT wurde bislang wurde eine DAT-Bindungsstudie bei der Ratte mit [*%|]FP-
CIT as Radioligand durchgefiihrt (Pinhole-SPECT der Universitét Amsterdam; Booij et al.,
2002). Dartiberhinaus wurde die DAT-Bindung mit einer weiteren aufgeriisteten klinischen
K amera (Siemens Orbiter ZLC 3700) und [*%1]R-CI T als Radioligand untersucht (Scherfler et al.,
2002); in zwel weiteren Studien mit aufgertisteten Pinhole-SPECTs wurde Uberdies die D,-
Rezeptorbindung bei der Ratte mit [?*1]1BZM beziehungsweise['?*I]Epideprid als Radioligand
dargestellt (Scherfler et a., 2005, Sohlberg et al., 2005). Ferner existieren drel Studien an
Mausen, die Untersuchung der DAT- und der D.-Rezeptorbindung mit [*™Tc] TRODAT und
[*?®|]FP-CIT beziehungsweise['?*1]1BF zum Gegenstand hatten (Acton et al., 2002a, b, Adringa
et a., 2005). Diese Untersuchungen wurden mit einer aufgertsteten klinischen Prism 3000XP
(Acton et a., 2002a, b) beziehungsweise dem Pinhole-SPECT der Universitét Amsterdam
(Adringaet al., 2005) durchgefihrt.

Da auch das Pinhole-SPECT der Universitat Amsterdam auf einem klinischen Scanner
(ADAC ARC3000) basiert, der mit einem Pinhole-Kollimator aufgertstet wurde (Habraken et
a., 2000), bestand ein Ziel der ersten TierSPECT-Studiedarin, zu zeigen, dassdie DAT- und die
D,-Rezeptorbindung im Striatum der Ratte mit der vollig anders konfigurierten TierSPECT-
Kameratrotz der schlechteren Performance (Auflésung: 2.8 anstelle von 1.34 mm, Sensitivitét:
22 anstelle von 735 cps/MBQ) reliabel dargestellt und quantifiziert werden kann.

Die vorausgegangenen Studien mit dem TierPET haben gezeigt, dass die Identifikation
des Striatums durch Radioaktivitatsakkumulationen in anderen paarigen Regionen des K opfes,
wie etwa den Hardeschen Drisen, konfundiert sein kann. Dies ist insbesondere dann der Fall,
wenn neue Radioliganden eval uiert werden, deren V erteilungsmuster unbekannt sind. Auf3erdem
sind Ublicherweise as REFs verwendete Regionen wie das Zerebellum durch eine so geringe
DAT- und D,-Rezeptordichte gekennzei chnet, dassihre exakte Eingrenzung problematisch ist.
Dadierdiable Quantifizierung des BPsvon der sorgfaltigen Definition sowohl der ROIsasauch
der REFsabhangigist, wurde eine M ethode entwickelt, diedie Lokalisierung der ROIsund REFs
mittels quasi-anatomischer Landmarken erlaubt.

Unsere Studie zeigte, dass TierSPECT- und TierPET-Bilder der Transporter- oder
Rezeptorbindung mit [*™Tc]DPD-, [*™Tc] Tetrofosmin- und [*™Tc]HMPAO-Scans (iberlagert

234



werden kénnen. [*"Tc]DPD, [*™Tc]Tetrofosmin und [*™"Tc]JHMPAO liefern dabei quasi-
anatomische Informationen, die die Identifikation von Striatum, Kortex und Zerebellum relativ
zur Schédelhohle und zur Lage der Orbitae mit den Harderschen Driisen erleichtern. Dies ist
insbesondere dann von Vorteil, wenn die striatal e Radi oaktivitatsakkumul ation unter DAT- oder
D,-Rezeptorblockade quantifiziert werden soll. Dabei kann eine grobe anatomische Ubersicht
sogar durch Kombination unterschiedlicher bildgebender Modalitdten wie PET und SPECT
erreicht werden.

Diein unserer Studie ermittelten striatozerebellaren Quotienten betrugen 2.2 ([**1]FP-
CIT), 2 [***1]1BZM) und 2.8 ([**F]FMB). Die striatozerebel|aren Quotienten von [*Z1]FP-CIT
und [**31]1BZM liegenin der gleichen GroRenordnung wie die zuvor von Booij beziehungsweise
Verhoeff und Mitarbeitern fur nicht-ladierte Ratten bestimmten Werte (V erhoeff et a., 1991a,
Booij et a., 2002). Eine noch bessere Ubereinstimmung wurde fiir [**F]FMB erreicht: unsere
Untersuchung mit der Methode der in vivo Séttigungsbindungsanalyse hatte ein By von 16
fmol/mg und einen Kp von 6.2 nM ergeben, was einem BP (= Bax/Kp) von 2.6 entspricht.

Ein Vortell unserer retrospektiven Fusionsmethode ist dabei, dass sie ene
nuklearmedizinische Alternative zur morphologischen Koregistrierung mit dedizierten MRT-
oder CT-Systemen darstellt. Dies ist umso wichtiger, as mit dem X-SPECT bisang erst ein
speziell fur Kleintiere entwickeltes System kommerziell erhdltlich ist, das die unmittelbare
Koregistrierung von SPECT- und CT-Bildern erlaubt (www.gammamedica.com). Eine
Limitierung der Fusionsmethode besteht allerdings darin, dass die dreidinensional e Uberl agerung
in erster Naherung mit der in das MPI-Tool implementierten Fus onsfunktion erfolgte, worauf die
Bilder unter manueller Verschiebung in x-, y- und z-Achse bestméglich zur Deckung gebracht
wurden. Uberdies stammten die[*™T¢]DPD-, [ *™Tc] Tetrof osmin- und [*™Tc]HMPAO-Bilder
von anderen Tieren as die [*®I]FP-CIT- und [*®1]IBZM-Scans. |dederweise sollte die
Bildgebung des Knochenstoffwechsels, der Perfusion und der Transporter- beziehungsweise
Rezeptorbindung an denselben Tieren erfolgen. Da hierfir zum Zeitpunkt dieser ersten
Machbarkeitsstudie keine Tierversuchsgenehmigung vorlag, wurden Ratten des gleichen Alters
und Gewichtes verwendet, um die V arianz zwischen den V ersuchstieren so gering wie méglich
zu halten. Uberdies wurden alle Ratten in der namlichen Kopfhalterung (Institut fiir Medizin,
Forschungszentrum Jilich GmbH) gemessen, um die reproduzierbare Positionierung des

Versuchstieres innerhalb des FOV's zu gewéhrlei sten.
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3.2. Untersuchungen zu den Regulationsmechanismen der DAergen Synapse

Die meisten der an Kleintieren durchgefthrten in vivo Untersuchungen wurden an
Rattenmodellen fir neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkinson und Morbus
Huntington durchgefiihrt und hatten die Darstellung der DAT- (Opacka-Juffry et a., 1995, 1996,
Humeet al., 1996, Sullivan et al., 1998, Brownell et a., 1998, Chen et al., 1999, Nguyen et al .,
2000, Bjorklund et al., 2002, Cicchetti et al., 2002, Booij et al., 2002, Scherfler et a., 2002, Ingji
et al., 2005) oder D,-Rezeptorbindung (Torres et a., 1995, Hume et al., 1996, Fricker et a.,
1997, Araujo et a., 2000, Nguyen et a., 2000, Ishiwata et a., 2002a,b, Scherfler et a., 2005,
Ingji et a., 2005, Sohlberg et al., 2005) bel 1&dierten und nicht-ladierten Tieren mit dedizierten
PET-Scannern (Torreset al., 1995, Opacka-Juffry et al., 1995, 1996, Humeet d ., 1996, Fricker et
al., 1997, Sullivan et d., 1998, Brownell et al., 1998, Chen et al., 1999, Nguyen et al., 2000,
Araujo et al., 2000, Bjorklund et al., 2002, Cicchetti et al., 2002, Ishiwataet a., 2002a,b, Ingji et
al., 2005) oder aufgerusteten klinischen SPECT-Kameras zum Gegenstand (Booij et al., 2002,
Scherfler et ., 2002, 2005, Sohlberg et al., 2005). In lediglich zwei Studien wurden DAT- und
D.-Rezeptorbindung nach 6-OHDA-LAsion an denselben Tieren untersucht, wobei die
Ergebnisse eine Abnahme der ersteren und eine Zunahme der |etzteren zeigten (Nguyen et al.,
2000, Ingji et al., 2005). Bislang wurden jedoch noch keinein vivo Studien durchgefiihrt, diedie
Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen synaptischem DA und der pré-/postsynaptischen
Transporter-/Rezeptorbindung im Striatum der Ratte zum Inhalt hatten. Entsprechend fanden
auch keinein vivo Untersuchungen der pré-/postsynapti schen Transporter-/Rezeptorbindung nach
pharmakol ogischen Interventionen statt, die eine Inhibierung des DAT oder des D,-Rezeptors

zum Ziel hatten. Gegenstand der im Folgenden dargestellten in vivo Studien war somit

a) dieQuantifizierung der D,-Rezeptorverfiigbarkeit im Striatum der normalen, unbehandelten
Ratte mit PET und [**F]FMB,

b) die Quantifizierung der D,-Rezeptorverfigbarkeit nach 6-OHDA-induzierter Degeneration

der nigrostriatalen Faserverbindungen und Reduktion der synaptischen DA-Konzentration
mit PET und [**F]FMB,
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¢) dieQuantifizierung der DAT-Verflgbarkeit im Striatum der normalen, unbehandelten Ratte
mit SPECT und [*2I]FP-CIT,

d) die Quantifizierung der DAT-Verfugbarkeit mit SPECT und [**I]FP-CIT nach
pharmakol ogischer Blockade mit MP,

e) dieQuantifizierung der D,-Rezeptorverfiigbarkeit im Striatum der normalen, unbehandelten
Ratte mit SPECT und [*?]I1BZM,

f) die Quantifizierung der D,-Rezeptorverfiigbarkeit mit SPECT und [*Z1]IBZM nach
pharmakol ogischer Blockade mit HAL,

g) dieQuantifizierung der D,-Rezeptorverfiigbarkeit mit SPECT und [**31]1BZM nach Erhéhung
der synaptischen DA-Konzentration durch Vorbehandlung mit MP

sowie

h) die Quantifizierung der DAT-Verfiigbarkeit mit SPECT und [*?*I]FP-CIT nach Erhdhung der
synaptischen DA-Konzentration durch Vorbehandlung mit HAL.

Tab. 2 und Abb. 26 stellen die Befunde aus diesen Untersuchungen zusammen.

Ein Modell fir die Parkinsonsche Krankheit ist die Zerstorung der nigrostriatalen
Faserverbindungen der Ratte durch unilaterale Injektion von 6-OHDA in die Pars compacta der
Substantia nigra (s. Ubersichtsarbeiten von Schwarting & Huston, 1996a, b). Wird ein
bestimmter Grad DAerger Denervierung erreicht, kommt eszu einer Reduktion der TH-Aktivitat
in der présynaptischen Endigung; entsprechend vermindert sich die DA-Konzentration im
synaptischen Spalt und —alskompensatorische Antwort hierauf —die DA-Wiederaufnahmeindie
présynaptischen Vesikel (Iversen & Uretsky, 1970). Eineweitere Folge der DAergen Denervation
ist die Zunahme der neostriatalen D,-Rezeptoren auf der Seite der Lasion, die sich innerhalb der
ersten Tage nach 6-OHDA-A pplikation entwickelt undihr Maximum nach zwei Wochen erreicht
(Ungerstedt, 1991, Staunton et al., 1981, Neve et a., 1982, 1984). Solch ein Anstieg der D,-

237



Rezeptordichte ohne eine gleichzeitige Verdnderung der Affinitét wurde von Ferré und Fuxe
auch in vitro im kontralateralen Striatum unilateral |adierter Ratten beobachtet (Ferré & Fuxe,
1992). Eine Betelligung der Gegenseite an den nach der Lasion ensetzenden
Erholungsprozessen wird aufRerdem durch neurochemische Befunde nahe gelegt, die eine
bilaterale Zunahme des DA-Metabolismus' im Nuc. accumbens 6-OHDA -1&dierter Ratten zeigen
(Nikolaus et al., 1997).

Diebidang an 6-OHDA-I&dierten Ratten durchgeftihrten in vivo Rezeptorbindungsstudien
zeigten samtlich eine Erhdhung der ipsilateralen D,-Rezeptorbindung (Humeet al., 1995, Rubins
et a., 1999, Nguyen et a., 2000, Ingi et a., 2005), wahrend sich die kontralaterale D,-
Rezeptorbindung nicht signifikant von nicht-l&dierten Kontrolltieren unterschied (Humeet al.,
1995). Entsprechend wurde nach unilateraler OHDA-L&sion auch eine lediglich ipsilaterale
Reduktion der DAT-Bindung berichtet (Hume et al., 1995, Opacka-Juffry et al., 1995, 1996,
Chenetal., 1997, 1999, Brownell et al., 1998, Sullivanet a., 1998, Rubinset a., 1999, Nguyen
et a., 2000, Bjorklund et al., 2002, Booij et a., 2002, Scherfler et a., 2002, Ingji et al., 2005).
Dabei muss jedoch beachtet werden, dass lediglich in der von Hume und Mitarbeitern
durchgefihrten Studie die kontralaterale D,-Rezeptorbindung mit der D,-Rezeptorbindung in
nicht-ladierten Kontrolltieren verglichen wurde (Hume et al., 1995). Uberdies wurden keine
L ongitudinaluntersuchungen der ipsi- und kontralateralen D,-Rezeptorbindung an denselben
Tieren durchgefihrt. Dies gilt ebenso fir den Vergleich der D,-Rezeptorbindung vor und nach
der 6-OHDA-Lé&sion.

Daher quantifizierten wir in unserer TierPET-Studie mit der Methode der in vivo

Séttigungsbindungsanalyse

a) die D,-Rezeptorverflgbarkeit im Striatum der normalen, unbehandelten Ratte

und

b) die D,-Rezeptorverfugbarkeit nach 6-OHDA -induzierter Reduktion der synaptischen DA-

Konzentration.

Zur Betrachtung des Zeitverlaufs der 6-OHDA-induzierten Verdnderungen der Do-
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Rezeptorverflgbarkeit wurden die Untersuchungen unmittelbar vor der L&sion sowiean Tag 2
und Tag 14 nach der Applikation des Neurotoxins durchgefuhrt. Diese erste
L ongitudinaluntersuchung der ipsi- und kontralateralen D,-Rezeptorbindung an der 6-OHDA -
|&dierten Ratte zeigte eine zeitabhangige bilaterale Zunahme der B-Wertevon beidseitig 19 an
Tag 0 auf ipsilateral 29.9 und kontralateral 28.6 fmol/mg an Tag 14 (Tab. 2). Mit einem Kp von
6.2 nM entspricht dieseinem BP (= Bax/Kp) von 3und damiteinem V3’ (=BP—-1) von2inder
Basealine-Bedingung. An Tag 14 betrugen ipsi- und kontral aterales BP 4.8 beziehungsweise 4.6.
Dies entspricht V3’ -Werten von 3.8 beziehungsweise 3.6 (Tab. 5).

Hieraus erhellt, dass die unilaterale DAerge Denervierung langanhatende bilaterale
Einfllsse auf das DAerge System austibt. Dabel liegt die Annahme nahe, dass die Zunahme der
D,-Rezeptoren die Abnahme an synaptischem DA kompensiert: da auf diese Weise mehr
Rezeptoren fur die verringerte Anzahl von DA-Molekilen zur Verfigung stehen, kann die
DAerge Neurotransmission aufrechterhalten oder sogar gesteigert werden.

Unsere Methode ist insofern neu, as sie die Beobachtung der Do-
Rezeptorbindungskurven tber die Zeit erlaubt. Die Anwendung aller Gbrigen Verfahren erfordert
eine Beschrankung auf die Betrachtung der ipsi- zu kontralateralen Unterschiede zu einem
bestimmten Zeitpunkt bel einem einzelnen Tier. Im Gegensatz hierzu ermdglicht unser Verfahren
die getrennte Betrachtung der ipsi- und kontralateralen 6-OHDA-induzierten Veranderungen.
Unser Hinweisauf einen kontralateralen Anstiegs der Do-Rezeptorbindung unterstreicht dabel die
Bedeutung der kontralateralen Hemisphare fir Kompensations- und Erholungsprozesse im 6-
OHDA-Modell der Ratte.

Es wird allgemein angenommen, dass der therapeutische Effekt von MP durch die
Blockierung des prasynaptisachen DATs mediiert wird, die ihrerseits einer Erhdhung der
synaptischen DA-K onzentrationen zur Folge hat (s. Ubersichtsarbeit von Volkow et al., 2002).
Entsprechend konnte nach Langzeitbehandlung mit MP eine Reduktion der DAT-Bindung
sowohl bei Patienten mit ADHS (Dresel et al., 2000, Krause et a., 2000) als auch bei normalen
Kontrollen (Volkow et al., 1998) nachgewiesen werden. Uberdies zeigten Dissektionsstudien
eine dosisabhangige Inhibierung der striatalen [*™"Tc]TRODAT- (Dresel et al., 1998) und
[*?®|]FP-CIT-Bindung (Reneman et al., 2001) bei der Ratte. Bislang wurde die Wirkung von MP
auf die [**]FP-CIT-Bindung nicht in vivo untersucht. Uberdies stand die in vivo Darstellung

einer Dosis-Wirkungsbeziehung aus. Daher quantifizierten wir in unserer TierSPECT-Studie
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C) die DAT-Rezeptorverfiigbarkeit im Striatum der normalen, unbehandelten Ratte

und

d) dieDAT-Verfugbarkeit nach pharmakol ogischer Blockade mit zwel verschiedenen Dosen
von MP.

Fur die unbehandelte Ratte ergab sich ein V3’ von 1.08 (Tab. 2). Nach Vorbehandlung
mit zwei verschiedenen MP-Dosen sank der dtriatdle V3''-Wert auf 0.56 (3 mg/kg)
beziehungsweise 0.24 (10 mg/kg). Mithin zeigt diese erste in vivo Untersuchung der DAT-
Bindung nach Vorbehandlung mit MP bel der Ratte elne dosi sabhéngige mittlere Reduktion des
striatalen V3''-Wertes um » 50 (3 mg/kg) beziehungsweise 80% (10 mg/kg).

Die Affinitét von MP fur den DAT der Ratte (K; =390 nM; Ritz et a., 1987) liegt eine
Grofenordnung Uber der Affinitét von DA (K, = 1.63 nM; Kitayama et al., 1992). MP
kompetitiert mit DA um die DAT-Bindungsstellen; bei Applikation blockiert es dieselben, so
dass [**1]FP-CIT — ungeachtet seiner hoheren Affinitat (Ki = 3.5 nM; Neumayer et al., 1994) -
nur noch in verringertem Ausmal? an den DAT zu binden vermag.

Bislang wurde erst einein vivo Untersuchung der D,-Rezeptorblockade an Tieren— und
zwar an Primaten — durchgeftihrt. Hierbel handelt es sich um ein Verdréngungsexperiment, bei
der HAL nach [*21]1BZM-Applikation verabreicht wurde (Innis et al., 1992). Die in vivo
Darstellung der D,-Rezeptorverfiigbarkeit nach Blockade des D,-Rezeptors mit HAL im
Tierversuch stand bisdato aus. Wie zuvor erwahnt, bindet MP an den DAT und erhoht auf diese
Weisedie DA-Konzentration im synaptischen Spalt. Booij und Mitarbeiter waren dieersten, die
die Verdrangung von ['*®1]IBZM durch endogenes DA nach Applikation von MP im
Humanversuch zeigten (Booij et al., 1997). Die Untersuchung der DAT-Verfligbarkeit nach
Erhohung der endogenen DA -Konzentration in Human- oder Tierversuch stand bisdato aus. Wir

guantifizierten in unserer TierSPECT-Studie

e) die D,-Rezeptorverfugbarkeit im Striatum der normalen, unbehandelten Ratte,

f) die D,-Rezeptorverfigbarkeit nach pharmakol ogischer Blockade mit HAL
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sowie

0) die D,-Rezeptorverfigbarkeit nach Erhthung der synaptischen DA-Konzentration durch
Vorbehandlung mit MP.

Mit TierSPECT und [**1]1BZM als Radioligand ergab sich ein V5’ -Wert von 1.42 bei
der unbehandelten Ratte. Dies entspricht einem BP von 2.42, wahrend sich bei der Untersuchung
mit TierPET und [**F]FMB als Radioligand ein BPvon 3.1 - entsprechend einem V5’ von 2.1 -
ergeben hatte (Tab. 2). DieVorbehandlung mit HAL und MP fiihrte zu einer Reduktion desV3'’ -
Wertes auf 0.54 beziehungsweise 0.98. Damit ergab sich in dieser ersten in vivo Untersuchung
der [*?*1]1BZM-Bindung bei der Ratte in Kompetition mit exogenen und endogenen Liganden
eine Reduktion der D,-Rezeptorbindung um ™ 60 beziehungswei se 30%.

MP blockiert den présynaptischen DAT und induziert auf diese Weise eine Zunahme der
synaptischen DA-K onzentration (s. Ubersichtsarbeit von Volkow et al., 2002). Folglich kann die
Reduktion der [**1]I1BZM-Bindung an den striatalen D,-Rezeptor als Ergebnisder Kompetition
zwischen [**31]1BZM und endogenem DA interpretiert werden. Dabei muss jedoch in Betracht
gezogen werden, dass der Kp-Wert von [*#1]IBZM firr den D,-Rezeptor (Kp =0.28 nM,
Verhoeff et a., 1991b; Kp=1.2nM, de Pauliset al., 1988) den Kp-Wert von DA (Kp =7.5nM.
s. Ubersichtsarbeit von Seeman & Grigoriadis, 1987) um eine GréRenordnung unterschreitet.
Aufgrund dieses Unterschiedes in den Affinitdten ist ein komplexer Zusammenhang zwischen
der MP-induzierten Zunahme der synaptischen DA-Konzentration und der Reduktion der D,-
Rezeptorbindung zu erwarten. Wir nahmen eine Abschétzung fur die MP-induzierte Zunahme
der synaptischen DA-konzentration vor, indem wir die prozentuale Abnahme der exogenen
Ligandenbindung mit dem Quotienten der Rezeptoraffinitaten (K exo/Kendo) Multiplizierten. Dabei
ergab sich, dass die Reduktion der [*?%1]1BZM-Bindung mit einer durchschnittlichen Zunahme
der synaptischen DA-Konzentration um das Dreifache einherging. In ihrer Anfang 2006
verdffentlichten Studie untersuchten Schiffer und Mitarbeiter die Effekte von MP auf die
»extrazellulare® und auf die ,synaptische” DA-Konzentration im Striatum der Ratte. Dabel
gingen sie von der Annahme aus, dass die Messung der D,-Rezeptorbindung vor und nach
pharmakologischer Challenge eine (indirekte) Aussage Uber die Verénderung der DA-

Konzentration im ,, synaptischen Kompartiment” ermoglicht, wéhrend durch die Mikrodialyse-
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Tab. 2. Do-Rezeptor- und DAT-Verflgbarkeit in vivo. Quantifizierung a) der D,-Rezeptorverfligbarkeit im Striatum
der normalen, unbehandelten Ratte (mit TierPET und [**F]FMBY), b) der D,-Rezeptorverfiigharkeit nach 6-OHDA-
induzierter Reduktion der synaptischen DA-Konzentration (mit TierPET und [*F]JFMB), c) der DAT-
Rezeptorverfiigharkeit im Striatum der normalen, unbehandelten Ratte (mit TierSPECT und [*21]FP-CIT), d) der
DAT-Verfugbarkeit nach pharmakol ogischer Blockade mit zwei verschiedenen Dosen von MP (mit TierSPECT und
[*®1]FP-CIT), €) der D,-Rezeptorverfiigbarkeit im Striatum der normalen, unbehandelten Ratte (mit TierSPECT und
[*21]11BZM), f) der D,-Rezeptorverfiigbarkeit nach pharmakol ogischer Blockade mit HAL (mit TierSPECT und
['®1]11BZM), ¢) der D,-Rezeptorverfiigbarkeit nach Erhdhung der synaptischen DA-Konzentration durch
Vorbehandlung mit MP (mit TierSPECT und [*®1]IBZM) sowie h) der DAT-Verfiigbarkeit nach Erhdhung der
synaptischen DA-Konzentration durch Vorbehandlung mit HAL (mit TierSPECT und ['?1]FP-CIT). Angegeben
sind die mittleren BPsund V3"’ -Werte.

Target Kamera Ligand Bedingung | BP V3"
D,-Rezeptor | TierPET [*FIFMB unbehandelt | 3.1 ipsi 2.1 ips

3.1 kontra 2.1 kontra
D,-Rezeptor | Tier'SPECT | [*“I]IBZM | unbehandelt | 2.42 1.42
DAT TierSPECT | [*®I]IFP-CIT | unbehandelt | 2.08 1.08
D,-Rezeptor | TierPET [**FIFMB 6-OHDA 48 ips 3.8 ips

4.6 kontra 3.6 kontra
D,-Rezeptor | TierSPECT | [*¥1]IBZM | HAL 1.54 1mgkg | 0.54 1mgkg
DAT TierSPECT | [*®I]IFP-CIT | HAL 1.93 1mgkg | 0.93 1mgkg
D,-Rezeptor | Tier'SPECT | [*¥1]IBZM | MP 1.98 10mgkg | 0.98 10mg/kg
DAT TierSPECT | [*¥1]IFP-CIT | MP 1.56 3mgkg | 0.56 3mgkg

1.24 10mg/kg | 0.24 10mg/kg

sonde unmittel bar die DA-Konzentrationenim,, extrazel lul&ren Kompartiment” abgegriffenwird
(Schiffer et al., 2006). Die PET-Untersuchungen mit [*'C]Racloprid zeigten nach Behandlung
mit MP (5 mg/kg) eine Reduktion der striatalen D,-Rezeptorbindung um 21%; zusétzlich
durchgefiihrte in vivo Mikrodialysestudien ergaben eine mittlere Zunahme der extrazelluléren
DA-Konzentration um 360%. Dies stellt sowohl qualitativ alsauch quantitativ eine Bestétigung
unserer Befunde dar.

Die Reduktion der [**3|]IBZM-Bindung an die striatalen D,-Rezeptoren nach
Vorbehandlung mit HAL kann als D,-Rezeptorblockade interpretiert werden. Die Affinitét von
HAL fir den D.-Rezeptor der Ratte (Kp = 1.5 nM; s. Ubersichtsarbeit von Seeman &
Grigoriadis, 1987) liegt im Bereich der fir IBZM (Kp=0.28 nM, Verhoeff et a., 1991b; Kp=1.2
nM, de Paulis et al., 1988) berichteten Werte; folglich zeigt die Reduktion der [**I]IBZM-
Bindung die Kompetition zwischen beiden exogenen Liganden an. Die Sachlage wird jedoch
durch kontroverse Befunde hinsichtlich der synaptischen Wirkmechanismen von HAL
kompliziert.

So erhdhen Neuroleptika Synthese, Metabolismus und Freisetzung von DA im Neo-
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Abb. 26. Die DAerge Synapse in vivo. Prasynaptisch wurde der DAT mit dem TierSPECT und [*21]FP-CIT as
Radioligand, postsynptisch der D,-Rezeptor mit TierPET sowie TierSPECT und [**F]FMB beziehungsweise
[*#1]1BZM as Radioliganden dargestellt. Die Bestimmung der striatalen DAT- und D,-Rezeptorbindung erfolgte
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Schnittbilder des Rattenkopfes.

striatum und verwandten mesolimbischen Strukturen (Carlsson & Lindgvist, 1963, Imperato &

Di Chiara, 1985, Zetterstrom et al., 1984, Moghaddam & Bunney, 1990, Pehek & Y amamoto,

1994, Pehek et al., 1999, Garris et a., 2003). Als Wirkmechanismus wird dabel angenommen,

dass die Blockade von préasynaptisch auf den DAergen Nerventerminalen lokalisierten Do-

Autorezeptoren die normale Feedback-Hemmung inhibiert und auf diese Weise zu einer

Steigerung der DA-Synthese und/oder —Freisetzung fuhrt (Westerink & de Vries, 1989). In
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friheren Untersuchungen wurde die direkte Kompetiton eines Radioliganden mit HAL oder
seine Verdrangbarkeit durch HAL von der DAT-Bindungsstelle untersucht (Cline et al., 1992,
Kung et a., 1997, Lavalaye et a., 2000, Scheffel et a., 1996). Ferner wurdein einer in vivo
Studie an Schweinen die Wirkung der HAL-induzierten Erhthung der synaptischen DA-
Konzentration auf die postsynaptische D,-Rezeptorbindung dargestellt (Ishizu et a., 2000). Die
direkte oder indirekte Darstellung der HAL-Bindung an die prasynaptischen D,-Autorezeptoren
mit bildgebenden Methoden stand bis dato aus; dies galt ebenso fir die Wirkung der HAL-
induzierten Erhthung der synaptischen DA-K onzentration auf die présynaptische DAT-Bindung.
Nach der vorangegangenen Untersuchung der Wirkung von endogenem DA auf die D,-

Rezeptorbindung quantifizierten wir in dieser TierSPECT-Studie

h) die DAT-Verfugbarkeit nach Erhéhung der synaptischen DA-Konzentration durch
Vorbehandlung mit HAL.

Mit dem TierSPECT und [**I]FP-CIT als Radioligand ergab sich unter Baseline-
Bedingungen ein V3’ von 1.21. Nach Vorbehandlung mit HAL sank V3'* auf 0.93 (Tab. 2).
Mithin zeigt diese Untersuchung der DAT-Bindung nach V orbehandlung mit HAL bei der Ratte
eine mittlere Reduktion des striatalen V3’ -Wertes um » 23%.

Die Reduktion der [*?I]FP-CIT-Bindung kann as Ergebnis der Kompetition
zwischen[*®I]FP-CIT und endogenem DA interpretiert werden. Die vorausgegangene
Untersuchung hatte gezeigt, dass Verdnderung der synaptischen DA-Konzentrationen mit dem
TierSPECT quantifiziert werden konnen. Hierfir ist jedoch die Kenntnisder Affinitéten Keound
K endo Unabdingbar. Bislang wurdejedoch der K von [*3I]FP-CI T nicht experimentel | bestimmt.
Bekannt ist lediglich der K;, der - unter Kompetition mit dem DAT-Liganden GBR12909 - 3.5
nM betrégt (Neumeyer et al., 1994), wahrend fur DA bei Verwendung des gleichen Kompetitors
einlCsp-Wert von 3.7 nM (Mateckaet a., 1996) und bei Verwendung von WIN 35,065-Anaoga
Ki-Werte zwischen 0.59 und 19 nM berichtet wurden (Kotian et al., 1996). Dies erlaubt keine
genaue Einschétzung der Bindungsverhdtnisse an der prasynaptischen Endigung. Liegen die
Affinitéten des exogenen und des endogenen Liganden in der gleichen GrolRenordnung, geht eine
23%ige Abnahme der [*2*|]FP-CI T-Bindung mit einer ebenso hohen Zunahme der synaptischen
DA-Konzentration einher. Ist die Affinitét von DA fur den DAT um eine Grof3enordnung —einen
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Faktor 10 - niedriger, wie der von Rothman und Mitarbeitern mitgeteilte K ,-Wert von 38.8 nM
nahe legt (Rothman et al., 1993), so ist eine 23%ige Abnahme der [***|]FP-CIT-Bindung das
Ergebnis einer Zunahme des synaptischen DAs auf » 200% der Ausgangskonzentration. Im
Augenblick ist jedoch in diesem Zusammenhang auf den vorlaufigen Charakter unserer Studie
hinzuwei sen.

Frihere Mikrodiaysestudien haben gezeigt, dass die systemische Applikation von 1
mg/kg HAL im Vergleich zur Baseline zu einer 50%igen Zunahme der synaptischen DA-
Konzentration im Striatum der Ratte fuhrte (Pehek, 1999), wahrend eine PET-Untersuchung an
Schweinen einen siebenfachen Anstieg der DA-Konzentration bei einer HAL-Infusion mit einer
Rate von 3 mg/h ergab (Ishizu et al., 2000). Um die HAL-induzierten Veranderungen der
synaptischen DA-Konzentration mit dem TierSPECT quantitativ abschétzen zu kdnnen, sind
weitere  Untersuchungen erforderlich, die entweder TierSPECT- und in vivo
Mikrodiaysemessungen fir jedes Tier kombinieren oder Multipinhole-SPECT anwenden. Diese
Methode wird gegenwartig flr elne quasi-dynamische Datenakquisition evaluiert (Wirrwar et al .,
2003, 2006). Auch die Bestimmung der Kp-Werte von [*3I]FP-CIT und [®H]DA wére ein
wichtiger Schritt in diese Richtung.

Limitierungen der TierSPECT-Studien resultieren aus dem Umstand, dass die fur die
| dentifikation der anatomischen Landmarken verwendeten Uberlagerungsbilder mit der in das
MPI-Tool implementierten Fusionsfunktion erfolgte, worauf die Bilder durch manuelle
Verschiebung in x-, y- und z-Achse bestmdglich zur Deckung gebracht wurden. Beidesstellt eine
potentielle Fehlerquelle dar, zumal keine zusétzlichen Markierungen auf die Rattenkdpfe
aufgebracht wurden. Uberdies stammte der [*™Tc]DPD-Scan von einem anderen Tier als die
[*2®1]FP-CIT- und ['?*1]IBZM-Bilder, wahrend die Bildgebung des Knochenstoffwechsels
idealerweise an denselben Tieren wie die Rezeptorbildgebung erfolgen sollte. Da die ROI-
Definition auf einer groben Lokalisierung anatomischer Landmarken beruhte, ist nicht
auszuschliefen, dass weder die fur die ROI-Definition ausgewdahlten Schichten noch die
Positionen derselben fir alle Tiereidentisch waren. Diesgilt insbesondere fur die SPECT-Mes-
sungen nach V orbehandlung mit HAL oder MP, dadie striatal en Radioaktivitatskonzentrationen
in diesen Féllen erheblich reduziert waren. Infolgedessen ist nicht von der Hand zu weisen, dass
Fehler in der Positionierung von ROI oder REF zu K onfundierungen bei der Quantifizierung von

V3"’ gefuhrt haben. Weitere Fehlerquellen resultieren aus Partialvolumen- (Hume et al., 1996)
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und Spill-over-Effekten (Hume et a., 1996, Kuge et al., 1997), die zu Unter- beziehungsweise
Uberschatzungen der striatalen Radioaktivitdtskonzentrationen fiihren kénnen. Letzeres ist
insbesondere in den frontokortikalen und rostral gelegenen striatalen Arealen der Fall, wahrend
Ersteres die Quantifizierung der Radioaktivitdtskonzentrationen in diinnen Strukturen wie dem
Neokortex und den kaudalen striatalen Anteilen beeintréchtigt. Da in unseren TierSPECT-
Studien keine der beiden Korrekturen durchgefthrt wurden, sind Konfundierungen bei der
Bestimmung der striatalen Radioaktivitatskonzentrationen maoglich, wahrend dies bel der
Bestimmung der zerebellaren Radioaktivitatskonzentrationen unwahrscheinlich ist, da diese
Region infolge ihrer Grofe keinem der beiden in Rede stehenden Effekte unterliegt.
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3.3. Zusammenfassung und Bewertung der Ergebnisse

Unsere Befunde zeigen, dass mit TierPET und TierSPECT in vivo Untersuchungen der
striatalen D,-Rezeptor- beziehungsweise DA T-Bindungen durchgeftihrt werden konnen. Diesgilt
fur die normale, unbehandelte Ratte ebenso wie fur den Zustand nach 6-OHDA-L&sion oder
pharmakol ogischer Challenge. Fur die repetitive Untersuchung der Do- Rezeptorbindung mit dem
TierPET wurde dabei erstmalig diein vivo Séttigungshbindungsanalyse el ngesetzt, die die separate
Quantifizierung von Kp und B erméglicht. Mit der retrospektiven Fusionsmethode wurde
Uberdies ein Verfahren entwickelt, dass die Definition von ROIs und REFsrelativ zur Lage der
Schadelhéhle und zu den Orbitae mit den Harderschen Drisen erleichtert.

Im Weiteren bestimmten wir die D,-Rezeptorverfugbarkeit im Striatum der normalen,
unbehandelten Ratte, die D,-Rezeptorverflgbarkeit nach 6-OHDA-induzierter Degeneration der
nigrostriatalen Faserverbindungen und Reduktion der synaptischen DA-Konzentration, dieD,-
Rezeptorverfigbarkeit nach pharmakologischer Blockade mit HAL, die D,
Rezeptorverflgbarkeit nach Erhthung der synaptischen DA-Konzentration durch
Vorbehandlung mit MP, die DAT-Verfiugbarkeitim Striatum der normal en, unbehandel ten Ratte,
die DAT-Verflgbarkeit nach pharmakol ogischer Blockade mit MP sowiedie DAT-Verfugbarkeit
nach Erhohung der synaptischen DA-Konzentration durch Vorbehandlung mit HAL. Relativ zur
D,-Rezeptorverfligbarkeit im Striatum der normalen, unbehandelten Ratte ergab sich dabel nach
6-OHDA-L&sion eine Zunahme der D,-Rezeptorbindung um 55 (ipsilateral) beziehungsweise
49% (kontralateral), wahrend die Vorbehandlung mit HAL (1 mg/kg) eine Reduktion der Do-
Rezeptorbindung um 60% hervorrief. Relativ zur DAT-V erfligbarkeit im Striatum der normalen,
unbehandelten Ratte war die DAT-Bindung nach Vorbehandlung mit MP um 50 (3 mg/kg)
beziehungswei se 80% (10 mg/kg) reduziert. Die Vorbehandlung mit MP (10 mg/kg) fuhrte auf
der postsynaptischen Seite zu elner Reduktion der D,-Rezeptorbindung um 30%, wahrend sich
prasynaptisch durch die Vorbehandlung mit HAL eine Reduktion der DAT-Bindung um 23%
ergab.

In der 6-OHDA-|&dierten Ratteist die nigrostriatale DAerge Aktivitét auf der |1&diertenim
Vergleich zur intakten kontral ateralen Seite reduziert. Ebenso kann eine Verringerung der der
DAergen Aktivitéat in den Projektionen zum Globus pallidus angenommen werden, was in

einerverstérkten Inhibierung des Thalamus und damit in einer verringerten Aktivierung der
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kortikostriatle Faserverbindungen resultiert. Aufgrund des asymmetrischen DAergen Inputsin
das Neostriatum zeigen die Tiere ab dem ersten Tag nach Neurotoxin-Applikation ipsilaterale
Verhaltensasymmetrieen (s. Ubersichtsarbeit von Schwarting & Huston, 1996a,b). Unsere
Befunde zeigen, dass die Reduktion an synaptisch verfiigbarem DA durch eine Zunahme der
postsynaptischen D,-Rezeptoren kompensiert wird. Ebenso kommt es kontralateral zu einer
Hochregulation der D,-Rezeptoren, was die Bedeutung der intakten Hemisphédre fir
Kompensations- und Erholungsprozesse im 6-OHDA-Modell der Ratte unterstreicht.

MPflhrt (dosisabhéngig) zu einer DAT-Blockade, dieihrerseits eine Erhéhung der DA-
Konzentration im synaptischen Spalt induziert. Hierdurch wird allgemein eine gesteigerte
DAerge Neurotransmission im Striatum hervorgerufen. DA seinerseits bt eine exzitatorische
Wirkung auf diestriatalen Neurone, die,, direkte* GABA/SPerge Projektionen zu Globus pallidus
internus und Pars reticulata der Substantia nigra entsenden, wahrend es die striatalen Neurone
inhibiert, die auf dem , indirekten“ Weg GABA/enkephalinerg zum Globus pallidus externus
projizieren (Hirata et a., 1984, Hirata & Mogenson, 1984, Hong et a., 1985, Pan et a., 1985,
Young et a., 1986, Bouras et a., 1986). Die Folge ist eine Verstarkung der vom Neokortex
ausgehenden Aktivierung des striato-thalamo-kortikalen Kreidlaufs, die auf der V erhaltensebene
ihren Ausdruck in einer gesteigerten lokomotorischen Aktivitat findet (s. Ubersichtsarbeit von
Westlind-Danielsson, 1994).

HAL Ubt eine D,-rezeptorantagonistische Wirkung aus; dabei ist auf den striatalen
Neuronen Uberwiegend die Dy -Isoform exprimiert (Khan et al., 1998). Da diese Variante
vornehmlich auf den GABAergen Neuronen in Erscheinung tritt, kann sowohl eine verringerte
exzitatorische Wirkung auf die , direkten* als auch eine verringerte inhibitorische Wirkung auf
die, indirekten“ GABAergen Faserverbindungen angenommen werden. DieFolgeist zum einem
eine reduzierte Aktivierung des striato-thalamo-kortikalen Kreislaufs, die auf Verhaltensebene
unter anderem eine verringerte lokomotorische Aktivitdt hervorruft. Zum anderen jedoch
induziert die Blockade der préasynaptischen D,-Autorezeptoren eine Inhibition der negativen
Feedback-Kontrolle, dieihrerseits zu einer Steigerung der DA-Synthese und/oder —Frei setzung
fahrt.

Die MP-induzierte DAT-Blockade konnte in den beschriebenen Experimenten durch die
(dosisabhangige) Reduktion der [**|]FP-CIT-Bindung quantifiziert werden. DasNamlichegilt
fir die HAL-induzierte D,-Rezeptorblockade, die durch die Reduktion der striatalen [*31]1BZM-
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Bindung augenfallig wurde. Die Zunahme an synaptischem DA fihrt postsynaptisch zu einer
Reduktion der verfligbaren D,-Rezeptoren und prasynaptisch zu einer Reduktion der verfligbaren
DATS; entsprechend zeigten unsere Ergebnisse eine Reduktion der [**1]IBZM- und [*%I]FP-
CIT-Bindung nach Vorbehandlung mit MP beziehungsweise HAL. Eine Quantifizierung der
Veranderungen der synaptischen DA-Konzentrationen ist auf der Grundlage des vorhandenen
Datenmaterials nur eingeschrankt moglich.

Unser néchstes Ziel ist die Entwicklung eines mathematischen Modells, dass die
Quantifizierung der V erdnderungen der synaptischen DA -K onzentrationen anhand der DAT- und
D,-Rezeptorbindungsdaten erméglicht. Dies kann durch Applikation unterschiedlicher MP-
beziehungsweise HAL-Dosen und zum einen in vivo Mikrodialyse, zum anderen Messung der
[*?®]FP-CIT und [**1]I1BZM-Bindung mit einer aufgeriisteten Pinhole-SPECT-K ameraerfolgen,
die eine quasi-dynamische Bildgebung und damit die Bestimmung der striatalen
Radioligandenkonzentrationen im zeitlichen Verlauf erméglicht. Dabei ist ausder Korrelierung
der im synaptischen Spalt gemessenen DA-Konzentrationen mit den zu den gleichen Zeiten
ermittelten V3"’ -Werten eine Erhellung des quantitativen Zusammenhangs zwischen endogenem
DA und exogener Ligandenbindung zu erwarten. Entsprechende Ansétze zur Quantifizierung der
endogenen Neurotransmitterfrei setzung werden zur Zeit im Ubrigen auch fur die Kleintier-PET
entwickelt (Morriset al., 2005).

Bildgebende Untersuchungen der pr& und/oder postsynaptischen Endigung sind nicht nur
fur diein vivo Evaluierung neuer Radioliganden sondern auch fir diein vivo Untersuchung der
Wechselwirkungen zwischen Rezeptor- und/oder Transporterbindung und Verénderungen in der
endogenen DA-Konzentration von zukunftweisender Bedeutung. Dies betrifft zum einen
Tiermodelle fur das ADHS, das durch eine Dysregulation der synaptischen DA-Konzentration
gekennzeichnet ist. Uberdies konnen mit dieser Methode an Tiermodellen fiir neurodegenerative
Erkrankungen wie etwaM orbus Parkinson L angzeituntersuchungen von Prozessen durchgefihrt
werden, die mit der Depletion und Erholung synaptischer DA-Konzentrationen in
Zusammenhang stehen. Dies gilt ebenso fur die Untersuchung kompensatorischer Mechanismen
wie etwa die Entwicklung von Rezeptorsupersensitivitét, die nach neurotoxischer Lasion der
nigrostriatalen Faserverbindungen in Erscheinung tritt. Eineinteressante Perspektiveist zudem
die aufeinanderfolgende in vivo Untersuchung verschiedener Neurotransmittersysteme an

derselben Ratte, die Uber die DAerge Synapse hinaus Einblicke in das Ineinandergreifen
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zerebraler Regulationsmechanismen bietet.

Mitte der achtziger Jahre beschrieben Wong und Mitarbeiter einen Anstieg der Do-
Rezeptorbindung bei schizophrenen Patienten (Wong et a., 1985). Bei dieser Erkrankung stellt
die Blockade der D,-Rezeptoren mit Neurol eptikawie Hal operidol die Behandlung der Wahl dar.
»Non-Responder” weisen dabel zwar einen hohen Anteil an besetzten D,-Rezeptoren auf, zeigen
jedoch kein Abklingen der Symptome. Im Lichte unserer hier dargestellten und anderer in vivo
Befunde (Moghaddam & Bunney, 1990, Pehek, 1994, Pehek & Y amamoto, 1999, Ishizu et al.,
1999) erscheint es moglich, dass die présynaptische Autorezeptorfunktion bel diesen Patienten
gestort ist. Auch die Tatsache, dass nicht alle der von uns untersuchten Ratten nach
Vorbehandlung mit HAL eine Abnahme der DAT-Bindung zeigten (Abb. 25), ist in diesem
Zusammenhang von grof3em I nteresse und unterstrei cht die Forderung nach einer weitergehenden

Untersuchung der HAL-induzierten Effekte auf pr& wie postsynaptischer Seite.
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S. ANHANG

Tab. I. Dedizierte Kleintier-PET-Systeme in chronologischer Reithenfolge. Aufgefiihrt sind
Kameras, Systemkonfigurationen, Grofde des FOVs, rekonstruierte raumliche Auflosung
(FWHM, , Point-spread”-Funktion im zentralen FOV) und Sensitivitdt sowie die fur die
Aufldsungs- und Sensitivitatsbestimmung verwendeten Quellen und Messparameter.

PET Konfiguration FOV Auflésung | Sensitivitét
Design: 1 Ring aus 64 Zwillingseinheiten (A 26.5 cm) 128 mm 2.2mm 30cpg/kBg/ml
(Tomitani et al., 1985) | Material: BGO
KristallgroRe: 4x 10 x 20 mm?3 Linienquelle | Zylinderphantom
Read-out: Hamamatsu R2080 (2 Krisstalle/PMT) (A£2mm) (A100 mm)
Rekonstruktion: n.m. Schwelle: n.m.
Donner 600-Crystal Design: 1 Ring aus 600 Kristallen (460 cm) n.m. 2.6 mm 189 cpg/kBg/ml
Tomograph Material: BGO
KristallgroRe: 240 Kristalle: 3x 10 x 30 mm® Linienquelle | Zylinderphantom
(Derenzo et al., 1987) (in einem Winkel von 45° beschnitten) (A£0.35mm) | (4200 mm)
240 Kristalle: 3x 10 x 23 mm?3 Schwelle: 200
120 Kristalle: 3 x 10 x 30 mm?3 keV
Read-out: R647-01 (1 Kristall / PMT )
Rekonstruktion:  konvolvierte Riickprojektion
PCR-I Design: 1 Ring aus 360 Kristallen (A& 46 cm) n.m. 4.5 mm 1243 cps/kBag/ml
Material: BGO
(Brownell et d., 1989) | KristallgroRe: 4-4.5x 20 x 30 mm?3 Punktquelle | Zylinderphantom
Read-out: PMT; Typ n.r. (4 Kristalle/PMT) n.m. (A£200 mm)
Rekonstruktion: konvolvierte Riickprojektion mit Ramp- Schwelle: n.m.
oder Hanning-Filter
VUB-PET Design: gasgefullte (TMAE, He) zylindrische axid: 3.8mm 35 cps’kBq
Drahtkammer (4 20 cm, Hohe: 5.2 cm) 5.2cm
(Tavernier et a., 1992) | Material: BaF, transaxial: | n.m. n.m.
KristallgroRe: 3x3x 20 mm? 1lcm Schwelle: 100
Kristallanzahl: 3000 (17 Kristalle/Einheit) kev
Read-out: PMT (XP2020Q)
Rekonstruktion: FBP mit Ramp-Filter
Hamamatsu SHR-2000 | Design: 4 Ringe ausje 495 Kristallen axid: 3mm 559 cpg/kBg/ml
(A 34.8 cm, 33 Kristalle/Detektormodul ) 4.6 cm
(Watanabe et al., 1992) | Material: BGO transaxial: | Punktquelle | Zylinderphantom
Kristallgrofie: 1.7 x 10 x 17 mm?3 17cm (A 1mm) (4100 mm)
Read-out: Hamamatsu R3941-02 (4 Detektormodule/PMT Schwelle: 300
Rekonstruktion: FBP mit Butterworth- und /oder Shepp-Logan- kev
Filter
QPET Design: 2 planare rechteckige Drahtkammern axid: 2.7mm 0.65 cpskBq
Material: an Drahtkammern gekoppelte Bleipho- 9cm
(McKeeet a., 1994) tonenkonverter mit Gasfullung transaxia: | Linienquelle | Punktquelle
(CF4 und Isobutan) 20cm (A£0.8mm) | n.m.
ModulgréRe: 25.4 x 25.4 cm? Schwelle: n.m.
Read-out: »Low-Noise”-ladungssensitive
Vorverstérker (LeCroy HQV101)
und EPROM-Output
Rekonstruktion: konvolvierte Ruckprojektion
Sherbrooke APD-PET | Design: 2 Ringe aus je 256 Detektoren (je 8 Module axid: 2.1 mm 89 cpg/kBag/ml
zu je 4 Kassetten; A 31 cm) 1.05cm
(Lecomteet a., 1994) | Material: BGO transaxial: | Linienquelle | Zylinderphantom
KristallgroRe 3x5x 20 mm3 11.8cm (/£0.85 mm) | (£11 mm)
Kristallanzahl: 512 (2 x 8 Kristalle/K assette) Schwelle: n.m.
Read-out: EG& G C30994 APD and MOFSET-
basierte ladungssensitive Vorverstarker
(2 Kristalle/APD)
Rekonstruktion: FBP mit Ramp-Filter
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RATPET Design: 1 Ring aus 16 Detektoren (£11.5cm; 8x 7 axial: 2.34 mm 9.9 cps’kBq
Kristalle/Detektor) 5cm
(Bloomfield et d., Material: BGO transaxial: | Linienquelle | Linienquelle
1995) KristallgroRe: 2.99 x 5.95 x 30 mm?3 8.13cm (Z£1mm) (A£0.5mm)
Read-out: Hamamatsu R 1548 (1 Detektor/PMT) Schwelle: n.m.
Rekonstruktion:  FBP mit Ramp-Filter
MicroPET Design: 1 Ring aus 30 Detektoren (£ 17.2 cm; 8x8 axial: 1.8mm 5.6 cps’kBq
Kristalle/Detektorblock) 1.8cm
(Cherry et a., 1996) Material: LSO transaxial: | Punktquelle | Punktquelle
KristallgroRe: 2x2x 10 mm3 11.25¢cm | (£0.5mm) | (£1mm)
Read-out: Philips XP1722 (MC-PMT; 1 Detektor/ Schwelle: n.m.
MC-PMT
Rekonstruktion:  FBP mit Ramp-Filter oder 3D-MAP-Algorithmus
Hamamatsu SHR-7700 | Design: 16 Ringe aus je 480 Kristallen (£50.8 cm; 8x4 | axidl: 2.6 mm 22.8 keps/kBa/ml
Kristalle/Detektormodul) 1.14cm
(Watanabe et al., 1997) | Material: BGO transaxial: | Linienquelle | Zylinderphantom
Kristallgrofe: 2.8 x 6.95 x 30 mm?3 33cm (A£0.55 mm) | (A 100 mm)
Read-out: Hamamatsu R5900-C8 (1 Modul/PMT) Punktquelle | Schwelle: n.m.
Rekonstruktion:  FBP (A 1mm)
YAP-(S)PET Design: 2 orthogonal e Blockdetektorpaare (20 x 20 axid: 1.8 mm 17.3 cps/kBg
Kristalle/Detektor) 4cm
(Del Guerraetal., Material: YAP transaxia: | Punktquelle | Punktquelle
1998, www.ise- KristallgroRe: 2x2x 30 mm? 4cm (£0.8mm) | (£0.8mm)
srl.com) Read-out: Hamamatsu R2486-06 Schwelle: 50 keV
Rekonstruktion: FBP mit Hanning-Filter
Design: 2 stationére Detektoren axid: 2.1 mm 3.51 cpgkBq
(Siegd et al., 1999) (26 x 22 Kristalle/Detektor) 5.5cm
Material: BGO transaxia: | 2 Linien- Punktquelle
KristallgroRe: 2x2x 10 mm? 45 cm quellen n.m.
Read-out: Hamamatsu R3941 n.m. Schwelle: n.s.
Rekonstruktion: FBP
IndyPET-I Design: 2 Module aus je 8 Detektorblcken (7 x 8 axial: 3.2mm n.m.
Kristalle/Block) 5cm
(Rouze et al., 1999) Material: BGO transaxial: | Linienquelle
KristallgroRe: n.m. 18cm n.m.
Read-out: n.m.
Rekonstruktion:  Bayes scher Algorithmus
Design: 1 Ring aus 30 Detektorbltcken (A 12 cm; n.m. 1.25 mm 0.24 cps/’kBag/ml
(Correiaet a., 1999) 12 Kristalle/Detektor))
Material: LSO Linienquelle | Zylinderphantom
KristallgroRe: 1x45x5mm? (/£0.42 mm) | (££0.5 mm)
Read-out: RCA 647 (2 Detektorblocke/ PMT) Schwelle: 150
Rekonstruktion: konvolvierte Riickprojektion keV
dua-HIDAC Design: 2 planare rechteckige HIDAC- axid: 0.95 mm 918 cpg/kBg/ml
Detektoren 2lcm
(Jeavons et al., 1999, Material: HIDAC-Module (an Drahtkammern transaxial: | Linienquelle | Zylinderphantom
WWW.O0XPUS.CO.UK) Gekoppelte Bleiphotonenkonverter 10cm (A£0.13mm) | (A£55mm)
mit Gasflllung (Argon und Diiso- Schwelle: 200
propyléther) keV
ModulgroRe: 25x 21 cm?
Anordnung: 6 HIDAC-Module/Detektor
Read-out: L~Amplifier-per-wire-Centroid”-Technik
Rekonstruktion: FBP mit Ramp-Filter oder 3D-OSEM -
Algorithmus
MicroPET® P4 Design: 4 Ringe mit je 42 Detektormodulen axid: 1.8 mm 22.5 cpskBq
(A 26 cm; 8 x 8 LSO-Elemente/Detektor) 7.8cm
(Tai etd., 2001, Material: LSO transaxial: | Punktquelle | Punktquelle
www.ctimi.com) Kristallgroie: 2.2x 2.2x 10 mm?3 19cm (£05mm) | (E£1mm)
Read-out: Hamamatsu R5900-C8 Schwelle: 250
(1 LSO-Element/PMT) kev
Rekonstruktion: FBP mit Ramp-Filter
MADPET Design: Oktagon mit 6 Detektoren (A£8.6 cm; 2x 8 axial: 2.4 mm 0.35 cps/’kBq
Kristalle/Detektor) nm.
(Ziegler et al., 2001) Material: LSO transaxial: | Linienquelle | Linienquelle
KristallgroRe: 3.7x3.7x 12 mm3 6.8cm (£05mm) | (£0.6 mm)
Read-out: Hamamatsu APD (2.6 x 2.6 mm?) und Schwelle: n.m.
»fast-charge’-sensitive Vorverstaker
Rekonstruktion: ~ PWLS-Algorithmus
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ANIPET Design: 2 planare Blockdetektoren axid: 2.8 mm n.m.
Material: BGO 59cm
(Zhang et a., 2002) Kristallgrofie: 19x1,9x6.5mm? transaxia: | Punktquelle
19x1.9x11.5 mm? 54.cm (A£0.75 mm)
Read-out: Hamamatsu R3941 (1 Detektor/PMT)
Rekonstruktion:  FBP, OSEM
MicroPET® R4 Design: 4 Ringe mit je 24 Detektormodulen axid: 1.8 mm 43.66 cps/kBg
(/£ 14.8 cm; 8 x 8 LSO-Elemente/Detektor) 7.8cm
(Knoess et a., 2003) Material: LSO transaxia: | Punktquelle | Linien-
KristallgroRe: 2.1x2.1x 10 mm?3 10cm (Z£1mm) /Punktquelle
Read-out: Hamamatsu R5900-C8 (n.m.
(1 LSO-Element/PMT) Schwelle: 250
Rekonstruktion:  FBP mit Ramp-Filter keVv
ATLAS Design: 1 Ring aus 18 Detektormodulen (£ 11.8 cm; axial: 1.5mm 0.33 cps/’kBg/ml
9 x 9 x 2 Kristallschichten/Modul) 2cm
(Seidd et al., 2003) Material: LGSO/GSO Phoswich transaxial: | Punktquelle | Zylinderphantom
Phoswich-Lange: LGSO (7mm)/GSO(8mm 6cm n.m. n.m.
Read-out: Hamamatsu R7600-C8 Schwelle: 250
Rekonstruktion:  3D-OSEM, FBP keV
IndyPET 11 Design: 3 Ringe mit jeweils 4 orthogonalen Module axial: 25mm 9 cps’kBq
aus je 10 Detektorbldcken (7 x 8 15cm
(Rouze et a., 2003) Kristalle/Block) transaxial: | Linienquelle | Linienquelle
Material: BGO 23cm n.m. n.m.
Kristallgrofe: 3.3x6.3x 30 mm?3 Schwelle: 350
Read-out: n.m. keV
Rekonstruktion:  Bayes scher Algorithmus
A-PET, MOSAIC-PET | Design: Ring (A 21 cm; 16680 Kristalle) axial: 2mm 6 cpgkBq
Material: GSO 11.5cm
(Surti et al., 2003, KristallgroRe: 2x2x 10 mm3 transaxial: | n.m. Linienquelle
WWW. Read-out: PMT (Typ n.m.) n.r. (£< 0.5mm)
medical.philips.com) Rekonstruktion:  3D-Row-Action-Maximum-Likelihood- Schwelle: 410
Algorithmus (RAMLA) keV
Design: Oktagon aus 8 Detektormodulen (35 x 30 axial: 1.7 mm 9.5 cpgkBq
(Ortufio et a., 2003, Kristalle/Detektor) 4.8cm
Vaqguero et a., 2004) Material: LYSO transaxial: | n.m. n.m.
KristallgroRe: nm. 4.8cm Schwelle: 250
Read-out: 1 Detektorblock/PMT keV
Rekonstruktion: FBP
quad-HIDAC Design: 4 planare rechteckige HIDAC- axial: 1.1 mm 1500 cps/kBg/ml
Detektoren 28 cm
(Missimer et a., 2004, | Material: HIDAC-Module (an Drahtkammern transaxial: | Punktquelle | Zylinderphantom
WWW.0XPUS.CO.UK) Gekoppelte Bleiphotonenkonverter 17 cm (£0.5mm) | (A£55mm)
mit Gasfiillung (Argon und Diiso- Schwelle: 200
propyléther) keVv
ModulgroRie: 25x 21 cm?
Anordnung: 8 HIDAC-Module/Detektor
Read-out: L~Amplifier-per-wire-Centroid”-Technik
Rekonstruktion: FBP mit Ramp-Filter
ClearPET™ Design 1 Ring aus 20 Detektormodulen (& 12 cm; axia: nm. | 1.5 mm n.m.
8 x 8 x 2 Kristallschichten/Modul) transaxial:
(Ziemonset a., 2004, | Material: LY SO/LuY AP Phoswich 1.8-19cm | n.m.
www.raytest.de) Phoswich-Lange: LY SO (10 mm)/LuY AP (10 mm)
Read-out: Hamamatsu R7600-M 64 (4 Module/PMT)
Rekonstruktion:  3D-MLEM-Algorithmus
MicroPET®Focus Design: 4 Ringe mit je 42 Detektormodulen axial: 1.3mm 34 cpgkBq
™220 (/26 cm; 12 x 12 L SO-Elemente/Detektor) 7.6cm
Material: LSO transaxia: | Punktquelle | Punktquelle
(Tai et al., 2005) KristallgroRe: 1.5x 1.5x 10 mm?3 19cm (£0.5 mm) [ (n.m.
Read-out: Hamamatsu R5900-C12 (1 LSO-Element/PMT) Schwelle: 250
Rekonstruktion:  FBP oder OSEM keV
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Tab. |l. Dedizierte Kleintier-SPECT-Systemein chronol ogischer Rethenfolge. Aufgefiihrt sind
Kameras, Systemkonfigurationen, Grofde des FOVSs, rekonstruierte réaumliche Auflosung
(FWHM, , Point-spread”-Funktion im zentralen FOV) und Sensitivitdt sowie die fur die
Aufldsungs- und Sensitivitatsbestimmung verwendeten Quellen und Messparameter.

SPECT Konfiguration FOV FWHM Sensitivitat
FASTSPECT | Kamera: 24 Detektoren auf 2 Ringen axial: 1.5mm 359cpsMBq
Material: Nal (Tl); Dicke: 50 mm 3.2cm
(Klein et al., | Kollimator: PH (Wismut, Blei, Zinn, Kadmium; 24 PHs, @,1mm) | transaxial: | Punktquelle:d, | Punktquelle:d,
1995) Read-out: PS-PMT; Typ n.m.; 1 Kristall/Detektor / 4 PMTs 3cm 1mm 1mm
Rekonstruktion:  MLEM PH: @,1mm PH: &,1mm
Abstand: n.m. Abstand: n.m.
TOHR Kamera: an einen fokussierenden Kollimator gekoppelter Detek- | axial: 1.4mm n.m.
torring; keine Rotation des Detektors oder Tieres 7cm
(Vada-Ochoa | Material: Nal(Tl); Dicke: n.s. transaxial; | Punktquelle:V,
eta., 1997) | Kollimator: |cosahedron aus 15 PHs (Wolfram; @, 0.4mm) 7cm 10ul
Read-out: PMT; Typ n.m. PH: @, 0.4mm
Rekonstruktion:  keine Abstand: 0-8mm
EKG-getrig- | Kamera: Siemens ZL C 7500S; Tier rotiert n.m. Imm 135cpsMBq
gertes PH- Material: Nal(Tl); Dicke: n.m.
SPECT Kollimator: PH (Materia n.s; @, 0.5mm) Kanten- Punktquelle:n.m.
Read-out: nm. Phantom:n.m. PH: @, 0.5mm
(Wueta, | Rekonstruktion: Feldkamp Cone-Beam-Algorithmus PH: @,0.5mm | Abstand:10mm
1999) Abstand: 10mm
YAP-(S)PET | Kamera: 2 rotierende Detektoren axial: 3.5mm 114cpsMBq
Material: YAP(Ceg); Dicke: 2 mm 4cm . .
(Del Guerra | Kollimator: Parallelloch (Blei; @, 0.6mm) transaxial: | Linienquelle: Linienquelle:
etal,2000) | Read-out: Hamamatsu R2486-06 (PS-PMT) 4cm 2,0.8mm 2,0.8mm
Rekonstruktion:  MLEM Derenzo: @, 3,|Derenzo: @, 3,
25,2,1.5mm 25,2,1.5mm
Loch: @, 0.6mm | Loch: &, 0.6mm
Abstand:n.m. Abstand:n.m.
SemiSPECT | Kamera: 1 stationérer Halbleiterdetektor; Tier rotiert 2.5cm 1-2mm n.m.
Material: CdznTe; Dicke: 250mm. o
(Kastiset al., | Kollimator: Parallelloch (Wolfram; @, 0.5mm) Linienquelle:
2000) Read-out: Multiplexer mit Indium-Bump-Bonds 2,2mm
Rekonstruktion: MLEM Loch: @, 0.5mm
Abstand: 15mm
High- Kamera: ADAC ARC3000; Tier rotiert n.m. 1.34mm 735cps’'MBqg
Resolution Material: Nal(Tl); Dicke: 9.5mm
PH-SPECT | Kollimator: PH (Wolfram; @, 1, 2mm) Linienquelle: @, Punktquelle: n.m.
(Habraken et | Read-out: PMT; Typn.s. 0.2mm PH: @, Imm
al., 2001) Rekonstruktion:  FBP mit Ramp-Filter (Feldkamp) Multiple Abstand: 1.6mm
Linienquelle:
@, 0.2mm
PH: @, Imm
Abstand: 33mm
A-SPECT Kamera: Luma-GEM (1 oder 2 stationére Detektoren); Tier rotiert | axial: 1.1-4.7mm 750cpsMBq
Material: Nal (TI); Dicke: 2mm 12.5cm o
(Mac Donald | Kollimator: PH (Wolfram; igs. 2 PHs, &, 1, 2, 3mm) transaxial: | Linienquelle: @, | Punktquelle: &, 2
etal., 2001) | Read-out: PS-PMT; Typ n.m. 125cm | 0025, 14mm  (mm
Rekonstruktion: MLEM PH: @, 1,3mm | PH: @, 3mm
Abstand: 2.4, Abstand: 20mm
7mm
X-SPECT Kamera: 2 rotierende Detektoren axial: 0.6-2.5mm 7-855cps’MBq
Material: Nal(Tl); Dicke: 2mm 12.5cm
(www.gam- | Kollimator: PH (Wolfram; igs. 2 PHs, @, 0.5, 1, 2 mm) transaxial: | Quelle: n.m. Quelle: n.m.
mamedica. Read-out: PS-PMT; Typ n.m. 125cm | PH: @, 05,1, 2|PH: &, 05, 1, 2
com) Rekonstruktion:  OSEM mm mm
Abstand: 10- Abstand: 10-
40mm 30mm
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CoALA- Kamera: 2 rotierende Detektoren axial: » 1-2.5mm n.m.
SPECT Material: Nal(Tl); Dicke: 5mm 12cm o
Kollimator: Single-oder Multi-PH (Wolfram, 1-6 transaxial; | Smultierte
(Meikleet Lécher/K olimator, @, 0.7mm) 12cm Linienquelle
al., 2003) Read-out: PS-PMT (Hamamtsu R3292) Abstand: 20-
Rekonstruktion:  MAP 30mm
Kamera: 1 stationérer Detektor; Tier rotiert axial: 2-3mm n.m.
Material: Csl(TI); Dicke: n.m. 4.5cm )
(Loudoset | Kollimator: Paralelloch (Materia n.m.; @, 1.22mm) transaxial: | Multiple
a., 2003) | Read-out: PS-PMT (Hamamtsu R2486) 45cm | Linienquellen: &,
Rekonstruktion:  MLEM, OSEM L1mm
Abstand: n.m.
Kamera: 1 Detektor und 1 faseroptische Platte, die mittels opti- n.m. 0.1-0.4mm n.m.
(Tayloretdl., scher Linsen an einen CCD gekoppelt sind; Tier rotiert
2004) Material: CsITI); Dicke: 0.6mm Quelle: n.m.
Kollimator: Parallelloch (Material n.m.; &, 0.2mm) Loch: &, 0.2mm
Read-out: n.m. Abstand:n.s.
Rekonstruktion: ~ MLEM
Kamera: Siemens Orbiter (Typ n.m.); Tier rotiert n.m. 1.8mm 21cpssMBq
(Sohlberg et | Material: Nal(Tl); Dicke: n.m. o
al., 2004) Kollimator: PH (Material n.s. g, 1, 4mm) Linienquelle: Punktquelle: n.m.
Read-out: nm. @,0.5mm PH: @, Imm
Rekonstruktion:  H-MRP Multiple Abstand: 54mm
Linienquelle: n.m.
PH: @, Imm
Abstand: 54mm
Kamera: Toshiba CGA-7111A; Tier rotiert (0° u. 45°) n.m. 2.05-2.97mm n.m.
(Zeniyaetd., | Material: Nal (Tl); Dicke: n.m. )
2004) Kollimator: PH (Wolfram; @, 0.25, 1mm) Multiples
Read-out: n.m. Scheiben-
Rekonstruktion:  OSEM (fiir 2 Umlaufbahnen) Phantom: &,13mm
PH: @, Imm
Abstand: 93mm
U-SPECT-l | Kamera: Prism 3000S (Kamera und Tier stationér) n.m. 0.5mm 2200cps/MBq
Material: Nal(Tl); Dicke: n.m
(Beekman et | Kollimator: Zylinder mit 75 PHs (Gold; &, 0.6mm) Dereno- Punktquelle: n.m
al., 2005) Read-out: n.m Phantom: @, 0.4 | PH: @, 0.6mm
Rekonstruktion:  MLEM —1mm Abstand: n.m
PH: &,0.6mm
Abstand: n.m
NanoSPECT | Kamera: 1, 2 oder 4 rotierende Gammakameras axial: 0.8-1.2mm 2500cps/MBq
Material: Nal(Tl); Dicke: n.m 2.3cm
E)‘("W""- Kollimator: Multi-PH (Wolfram, 7, 10 Lécher; @, 1, 1.5mm) tfznwx'ali u;]JaC?szakz- W-Jaczszak-
ioscan.com) Read-out: 33PMTs (bei 4 Detektoren; Typ n.m) -15em Ei rﬁ\nct)l e('an (;m{g Errﬁ\nct)le@nzggmf]a
Rekonstruktion:  MLEM @, 1 1.5mm 1.5mm
Abstand: n.m Abstand: n.m.
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Tab. II1. Mit Single- oder Multipinholekollimatoren aufgertistete klinische SPECT-Scanner.
Wiedergegeben sind Art der Kollimation, Anzahl der Kollimatoren, Aperturdurchmesser,
Rotationsradius (ROR), rekonstruierte rdumliche Auflésung (FWHM), Sensitivitdt sowie die
Messparameter fur die Auflésungs- und Sensitivitatsbestimmung.

SPECT PH Apertur @ ROR Rekonstruktion | FWHM Sensitivitat
Toshiba CGA 901A
(Strand et a., 1993) | 1Single 2,3.3mm 45mm Cone-beam FBP 2.2-3.4mm 0.28kcps/MBq
Material n.m. Linienquelle: @, Imm Scheiben-Phantom: @,
Multiple  Linienquelle: | 2mm
@,0.58 mm Pinhole: @, 2mm
Pinhole: @, 2mm Abstand: 20mm
- Abstand: 10-150mm
(Yukihiroetdl., 1Single 2,3.3mm 40mm Cone-beam FBP 2.2-3.4mm 0.28kcpsMBq
1996) Material n.m. S.0. S.0.
Trionix Triad
(Jaczak et al., 1994) | 1Single 0.6,1.2,2mm  40mm Cone-beam FBP/ 1.5-2.8mm 24 — 154cps’MBq
Ble MLEM Linienquelle: @, 1mm Linienquelle: @, Imm
Pinhole: @, 0.6, 1.2, 2| Pinhole: @, 0.6, 1.2, 2
mm mm
Abstand: 10-110mm Abstand: 10-110mm
Hitachi 2000H
(Ishizuetd., 1995) |4 Single 1, 2, 4mm 40, 50mm FBP 1.65-4.15mm 11-115kcps/MBq
Blei Multiple Linienquelle:d, | Zylinderphantom: &,
1mm 4.8mm
Pinhole: @, 1, 2, 4mm Pinhole: @, 1, 2, 4mm
Abstand: 40, 50mm Abstand: 40, 50mm
Toshiba 7200 A
(Ogawaet d., 1998) | Single 1mm 40mm Feldkamp 1.1-1.3mm 81cpsMBq
Wolfram Punktquelle:d, 1mm Punktquelle:d, 1mm
Pinhole: @, 1mm Pinhole: @, 1mm
Abstand: 10-80mm Abstand: 10-80mm
Prism 2000X P
(Yokoi & Kishi, 1Single 1mm 40, 50mm n.s. 1.65-1.91 mm 5.7 - 8.5 keps/MBa/ml
1998) Material n.m. Linienquelle:n.s. Linienquelle:n.s.
Pinhole: @, 1mm Pinhole: @, 1mm
) Abstand: 40, 50mm Abstand: 40, 50mm
(Wirrwar et ., 1Single 1,2mm 50mm MLEM 0.9-1.8mm 60-500cps/MBg
2003) 1 Multi p-Jaczszak-Phant.: p-Jaczszak-Phant: @,
Wolfram @,1.5-3mm 1.5-3mm
(7 Locher) Pinhole: n, 1, 7; @, 1, | Pinhole: n, 1, 7; @, 1,
2mm 2mm
Abstand: 0-100mm Abstand: 0-100mm
Prism 3000X P
(Actonet d., 2002a) | 3Single 05,1,2,3mm 30mm SART 0.8—3.7mm 0.34 — 4kcps/MBg/ml
Wolfram Linienquelle: @, 0.8mm | Zylinder-Phantom: &,
MicroSPECT-Phantom: | 13mm
@, 1.2, 1.6, 2.4, 3.2, 4| Pinhole: @, 0.5, 2, 3mm
mm Abstand: 0.51-50mm
Pinhole: @, 0.5, 2, 3mm
Abstand: 0.51-50mm
Siemens Orbiter
ZLC 3700
(Scherfler et al., 1Single 2mm 45mm Cone-beam FBP 3mm 8lcps’MBq
2002) Material n.m. MultipleLLinienquelle: @, | Scheiben-Phantom: &,
0.7mm 2.3mm
Pinhole: @, 2mm Pinhole: @, 2mm
Abstand: 45mm Abstand: 45mm
Siemens ECAM 180
(Schrammet ., 1Single 1.5mm 45mm MLEM 1.2-1.4mm 90 — 700cps/MBqg
2003) 1 Multi p-Jaczszak-Phant: @, | p-Jaczszak-Phant: @,
Wolfram 1.5-3mm n.m.

(7, 10, 14 Locher)

Pinhole: n, 1, 7, 10; @,
1.5mm
Abstand: 35, 50mm

Pinhole: n, 1, 7, 10; @,
1.5mm
Abstand: 35, 50mm
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